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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG E3NER INJ1/.1KRBAREN ARZNEIMl 1 1 hi ZUBERETTUNG 

(57) Abstract: The invention relates to a method for producing injectable medicament preparations containing a therapeutically 
and/or diagnostically effective substance which is comprised of an active agent, of a spacer molecule and of at least one protein- 
binding molecule. After being brought into contact with the body, said therapeutically and/or diagnostically effective substance 
covalently bonds to the body fluid constituents or tissue constituents via the protein -binding molecule, thus providing a form of 
transport of the active agent that can be hydrolytically or enzymatically cleaved, according to pH, in the body while releasing the 
active agent. 

(57) Zusammenfassung: Die ErfLndung betrifft ein Verfahren zur Herstellung injizierbarer Arzneirmttelzubereitungeo, en thai tend 
eine therapeutisch und/oder diagnosusch w irksome Substanz, die aus einem Wirkstoff, einem Spacermolekiil und wenigstens einem 
proteinbindenden Molekul besteht und nach dem Zusammenbringen mit dem Korper fiber das proteinbindende Molekul kovalent an 
Korperflussigkeits- oder Gewebebestandteile bindet, so dass eine Transportform des WirkstofTs vorliegt, der pH-abhangig. hydroly- 
tisch oder enzymatisch im Korper unter Freisetzung des Wirkstoff s spakbar ist. 
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- Relevant Patent Claims Nos. 1 - 1 9 relate to an excessively large number of possible 
* compounds/products/devices/methods. In fact, they comprise so many alternatives and 
possible permutations and/or limitations that they appear, in the given context, unclear (and/or 
too lengthy) under the terms of PCT Article 6 as if they enabled a meaningful search. For this 
reason,~the search was directed at the sections of the patent claims which can be regarded as 
clear (and/or concise), namely the examples. 

The applicant is therefore advised that patent claims or sections of patent claims laid to 
inventions for which no international search report was drafted normally cannot be the subject 
of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). Similar to the authority 
entrusted with the task of carrying out the international preliminary examination, the EPO 
also does not generally carry out a preliminary examination of subject matter for which no 
search has been conducted. This is also valid in the case when the patent claims have been 
amended after receipt of the international search report (PCT Article 19), or in the case when 
the applicant submits new patent claims pursuant to the procedure in accordance with PCT 
Chapter II. 
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CHARACTERIZATION AND IN VITRO EFFICACY OF 
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Theone angegeben tsi 

"X" VeroffentSchung von besonderer Bedeutung: die beanspruchte Erfindung 
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Seiten 3341-3346, XP002162370 
Seite 3342; Tabelle 1 

M. KRUGER ET AL.: "Synthesis and 
stability of four maleimide derivatives of 
the anticancer drug doxorubicin for the 
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interna'jcnaies Aktenzetchen PCT£P 00 /)5272 



WEITERE ANGABEN 



PCT/1SA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 



Die geltenden Patentanspruche 1-19 beziehen sich auf eine 
unverhaltni smaBig groBe Zahl moglicher 

Verbindungen/Produkte/Vorrichtung/Verfahren. In der Tat umfassen sie so 
viele Wahlmogl ichkeiten und mogliche Permutati onen und/oder 
Einschrankungen, da8 sie im Sinne von Art. 6 PCT in einem solchen MaBe 
unklar (und/oder zu weitlaufig gefasst) erscheinen, als da8 sie eine 
sinnvolle Recherche ermogl ichten. Daher wurde die Recherche auf die Teile 
der Patentanspruche gerichtet, die als klar (und/oder knapp gefaBt) 
gelten konnen, namlich die Beispiele. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein international er 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerwei se nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur "den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary' Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 



amended and are the basis for this report and, or sheets containing rectifications made before this Authority (sec Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 
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Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
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Form PCT IPEA 409 (cover sheet) (July 1998) 
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tonal application No. 
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I. Basis of the report 



With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 

[ ■ ] the description: 

pages J_ 

pages 

pages 



■32 



. as originally filed 



, filed with the demand 



, filed with the letter of 



□ 



the claims: 

pages 

pages 

pages 
pages 



4(In Part), 5-19 



, as originally filed 

t as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



1-3. 4(In Part) 



, filed with the letter of 



□ 



the drawings: 
pages 

pages 

pages 



19 June 2001 (19.06.2001 ) 



, as originally filed 



filed with the demand 



_ , filed w r ith the letter of 



| | the sequence listing pan of the description: 
pages 

pages 

pages 



, as originally filed 



, filed with the demand 



filed with the letter of 



W ith reeard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 



These elements were available or furnished to this Authority in the following language 



which is: 



| [ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23 .1(b)) 
| | the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

| | the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

[ 1 the description, pages . 

| | the claims, Nos. 

1 | the drawings, sheets/fig 



rn This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
5 L— J beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70/6 
and 70.17). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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INTERNATIONAL PRELIMI^^ EXAMINATION REPORT 



Interna^^l application No 
PCT^P r 00/C5272 



I. Basis of the report 

1 ITiis report has been drawn on the basis of (Replacemeni sheets winch haw been furnished to the receding Office in response to an imitation 
wider Article 1 4 are referred tn in this report as <mgmaliy filed ' ' and are not annexed to the report since the\- do not contain amendments > : 

Con:muar::n of: Box 1.6. 

1. Tne amendments filed with the letter of 19 June 

2 0 01 introduce substantive matter whirh, contrary 
to the requirements cf PCT Article 34(2) (t), g:es 
beycnd tne disclosure of the international 
application as filed. The amendment concerned is 
as follows : 

Page 4, line 32: "Gemcitabine" cannot be found in 
the -original description. 

Reference is made to the following documents: 

Dl : P'.ratz F . et al., Biol. Pharm. Bull., Vol. 21, 

No. 1, 1998, pages 56-61 
D2 : DE-A-196 36 889, indicated in the application: 

page 2, line 10; page 11, line 29; page 12, 

line 1; page 13, lines 9-10 
D3: M . Kruger et al . , Chem. Pharm. Bull., Vol. 45, 

No. 2, 1997, pages 399-401* 
D4 : G. M . Dubowchik et al., Bioorg. Med. Chem. 

Lett., Vol. 8, No. 23, December 1998, pages 

2141-3 346 

D5 : K . Nichifcr et al., Journal of Controlled 
Release, Vol. 39, 1996, pages 79-92 

D6: S. Net zel-Arnett, Biochemistry, Vol. 32, No. 
25, 1993, pages 6427-6432, indicated in the 
application: page 16, lines 25-26; page 17, 
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intern; 




application No. 

f 00/C52-7: 



INTERNATIONAL PRELIM 



EXAMINATION REPORT 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the recen-ing Office in response to an im-uanon 
wider Article 14 are referred to in tins report as ' ' ongmalh filed ' ' and are not annexed to the report since t hex do not contain amendments, i : 



* Dc:ument D3 has been indicated incorrectly in the 
international search report as a document of the 
Biological & Pharmaceutical Bulletin of Japan. A copy 
of the document is enclosed. 



preparation containing the substances described in 
the examples are to be patented, then documents Dl- 
D6 are relevant for the inventive step of Claims 1- 
19; see Dl: page 58, Figure 1 and page 60, column 
2, lines 14 and 15 and 36-47; D2 : page 3, lines 24- 
29 and the claims; D3 : abstract, page 400, Figure 
1, active ingredient (3) and page 400, column 2, 
paragraph 1; D4 : title, abstract, page 3341, Figure 
1; page 3344, Table 1, page 3345, last 3 lines; D5 : 
abstract, page 80, column 2, lines 20-22; page 80, 
Figure 1 and page 81, Table 1; D6 : page 2469; Table 
1 , Example 13 . 



.Line 



2 . 



If processes for preparing an injectable drug 



I : orm PCT. IPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



lional application No 

PCT/EP00/05272 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

[ | the entire international application. 

rn claims Nos. LI2 

because 

□ the said international application, or the said claims Nos. . _ 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify) 



□ 



the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 1-19 

are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



^ the claims, or said claims Nos. 4 are so inadequately supported 

1 * J by the description that no meaningful opinion could be formed. 



no international search report has been established for said claims Nos. 



1-19 



2. A meaningful international preliminary examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 

| | the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 

| | the computer readable form has not been furnished or does not comply with the standard. 



Form PCT IPEA 409 (Box III) (July 1998) 
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Y EXAMINATION REPORT 




Ional application No. 
|p 00/0527: 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: BOX 



II 



The search has been directed towards those parts of 
the claims which can be regarded as clear and 
concise, namely parts which are supported by the 
examples (see the international search report). 
Consequently, a search report is not available for 
the claims in their entirety. Therefore, an expert 
opinion regarding the novelty, inventive step and 
industrial applicability of Claims 1-19 cannot be 



established . 



2 . 



Claims, or parts of claims, relating to inventions 



in respect of which no international search report 
has been established cannot normally be the subject 
of international preliminary examination ( PCT Rule 
66.1(e)). In its capacity as the International 
Preliminary Examining Authority, the EPO therefore 
does not generally carry out a preliminary 
examination on subjects for which there has been no 
investigation. This applies analogously to claims 
which have been amended once the international 
search report has been received (PCT Article 19) or 
if the applicant presents a new set of claims in 
the course of the proceedings pursuant to Chapter 
II . 

3. Moreover, Claims 1-19 are so unclear that it is not 

possible to establish a reasonable expert opinion 
(see Box VIII) . 
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VI. Certain documents cited 



1 . Certain published documents (Rule 70. 1 0 ) 



Application No 
Patent No 



Publication date 
(day month y ear j 



Filing date 
(day month rear/ 



Priority date (valid claim) 
idav month year/ 



D7: WO-A-0076550 21 December 2000 (2 1 . 1 2.2000) 0" June 2000 (0^.06.2000 ) 10 June 1 999 ( 1 0.06 1999 ) 



2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 

Date of written disclosure 

Kind of non-written disclosure Date of non-written disclosure referring to non-written disclosure 

(day/m o n tlx/year) (day fmon tfv'y ea r) 
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application No. 

00/05272 



INTERNATIONAL PRELIM 



EXAMINATION REPORT 



PC 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: 3 OX VI 



An examination has not been carried out to assess whether 
the priority of the present application is valid . Should 
the priority prove not to be valid, document D7 could be 
considered to be prejudicial to novelty (PCT Rule 64.1(a) 
for PCT Article 33(2) and (3)) (see the examples (pages 
23-28, in particular page 24, and the claims). 
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^1 application No 


INTERNATIONAL PRELIMI^ 


^ EXAMINATION REPORT 




P 00/052^2 



VII. Certain defects in the international application 



The following delects in the form or contents of the international application have been noted 



Contrary :c the requirements of PCT Rule 5.1 . a . 
neither the relevant prior art disclosed in documents Dl, 
D3 , D4 and D5 nor these documents have been indicated in 
the description. 



Form PCT IPEA 409 (Box VII) (January 1 994 1 



INTERNATIONAL PRELI 



#Intern^^na 
RY EXAMINATION REPORT PC^W 



Interrj^r>nal application No 

00/C52' 7 : 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are tull> 
supported by the description, are made: 

iims 1-19 relate tc a 
disproportionately large number if possible 
suC'Stan:es, uses and processes. In fact, those 
claims comprise so many options and possible 
permutations that they appear to have been drafted 
m su:h an unclear and broad manner that they do not 
permit a reasonable expert opinion to be 
established : 

The terms used in Claims 1, 3, 7, 9, 10, 11, 12 and 

16-19, namely "active ingredient", "chemical group", 
"spacer", "diagnostic agent" and "carrier molecule", 
are vague and leave the reader in doubt as regards 
the meaning of the relevant technical features. 
Moreover, the claims as a whole lack clarity since 
it is difficult to establish the subject matter for 
which protection is sought, and thus a third party 
cannot ascertain the scope of protection without 
unreasonable effort. Not all existing spacers, 
active ingredients, chemical groups and carrier 
mclecules can be used tc prepare an injectable drug 
preparation (see the examples, which describe only 
DOXO-HYD (Example 1, page 23), DOXO-EMHC (Example 4, 
page 28), the peptide derivative (2) (Example 5, page 
29) and HSA-2 (Example 5, page 30, line 30)). 
Consequently, the definition of the subject matter 
if these claims is not clear (PCT Article 6) and it 
is not clear to a person skilled in the art how he 
can carry out the invention (PCT Article 5) . 



t-orm PCT IPEA409 (Box VIII) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELI 



'RY EXAMINATION REPORT 



Intel 

PC 




Mil. Certain observations on the international application 



1.2. Claim 4 is not clear since the following expressions 
cannot: be clearly understood by a person skilled m 
: he art (PCT Article 6) : "nitrogen mustard 
derivatives", "purine or pyrimidine antagonists", 

" ci s-conf igured" platinum (II) complexes" (only 12 
platinum (II) complexes are described (page 5, lines 
10-30): therefore not all platinum ( II ) complexes can 
oe used as an active ingredient). 

1.3. The use of a vague substance ("according tc one of 
one [vague] Claims 1 to 10") according to Claims 13 
and 15 or a diagnostic kit containing a vague 
substance ("according to one of Claims 5 to 12") 
according to Claim 14 are also vague. 

2. Claims 1, 2, 11, 12, 16 and 18 do not meet the 
requirements of PCT Article 6 since the subject 
matter for which protection is sought has not been 
clearly defined. An attempt is made in the claims 
tc define the subject matter by the result to be 
achieved (" injectable carrier fluid " (Claims 1 and 
16), " [non-] decomposable" (Claims 1, 2, 11, 12 and 
16)); however, only the problem to be solved is 
indicated as a result. 

3. The description does not indicate the feature of 



acid antagonists or the cis-conf igured platinum ( II ) 
complexes. Therefore, contrary to the requirements 
of PCT Article 6, Claim 4 is not supported by the 
description . 



Claim 4, namely that the active ingredient is 
selected from the group of nitrogen mustard 
derivatives, purine or pyrimidine antagonists, folic 
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VERTRAG UBER IMINTERNATIONALE ZUSA.., 

^uEBIET DES PATENTWESE 



NARBEIT AUF DEM 



rec-d 1 8 SEP 2001 



WIPO 



POT 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
20151P WO 


] _ . — _ 

siehe Mitteilung uber die Ubersendung des interrationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP00/05272 


Internationales Anme\dedatum (Tag/Monat'Jahr) 
07/06/2000 


Priontatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
09/06/1999 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
A61K47/48 


Anmelder 






KTB TUMORFORSCHUNGS GMBH et al. 







1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 8 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

^ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



t 


s 


II 


n 


III 


ES 


IV 


□ 


V 


□ 


VI 


s 


VII 


s 


VIII 


H 



gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststeltung 



Datum der Einreichung des Antrags 
22/12/2000 


Datum der Ferttgstellung dieses Berichts 
14.09.2001 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx. 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Jenn,T (f ^) )) 

Tel. Nr +49 89 2399 7348 



Formblatt PCT-'IPEA'409 (Deckblatt) (Januar 1994) 




INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/05272 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprung/ich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regefn 70. 16 und 70. 1 7))\ 
Beschreibung, Seiten: 

1-32 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

4 (Teil),5-19 ursprungliche Fassung 

1-3,4 (Teil) eingegangen am 19/06/2001 mit Schreiben vom 19/06/2001 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 

internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftficher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daf3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uberden 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, da3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 
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□ Zeichnungen, 



Blatt: 



5. Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 

beizufugen). 

siehe Beiblatt 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Folgende Telle der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte internationale Anmeldung. 
H Anspruche Nr. 1-19. 



□ Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 



^ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
oder die obengenannten Anspruche Nr. 1-19 sind so unklar, daf3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

\S Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 4 sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, da3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

Fur die obengenannten Anspruche Nr. 1 -1 9 wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 



Begrundung: 



entspricht: 



□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 



VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1. Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 
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und / Oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, da3 die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPE A/409 (Felder l-VIII, Blatt 3) (Juli 1998) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/05272 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt I 

Grundlage des Bescheides 

1 . Die mit Schreiben vom 19.06.2001 eingereichten Anderungen bringen Sachverha'te 
ein, die im Widerspruch zu Artikel 34 (2) b) PCT uber den Offenbarungsgehalt der interna- 
tionalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgehen. Es handelt sich dabei urn folgende 
Anderung: 

Seite 4, Zeile 32: "Gemcitabine" befindet sich in der original Beschreibung nicht. 

*.*_*.*.*.*_*_*.*.*.*_*.*.*.*.*.*.*.*.*.*.*_*.*.*.*.*.*.*_*_*_*_*.*.*_*_*_*_*_*_*_* ************** 
Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: Kratz F. et al., Biol. Pharm. Bull., Bd. 21, Nr. 1, 1998, Seiten 56-61; 
D2: DE 196 36 889 A, in der Anmeldung erwahnt: Seite 2, Zeile 10; S. 1 1 , Z. 29; 
S. 12, Z. 1; S. 13, Z. 9-10; 

D3: M. Krugeret al., Chem. Pharm. Bull., Bd. 45, Nr. 2, 1997, Seiten 399-401*; 
D4: G. M. Dubowchik et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., Bd. 8, Nr. 23, Dezember 
1998, Seiten 3341-3346; 

D5: M. Nichifor et al., Journal of Controlled Release, Bd. 39, 1996, Seiten 79- 

92; 

D6: S. Netzel-Arnett, Biochemistry, Bd. 32, Nr. 25, 1993, Seiten 6427-6432, in 
der Anmeldung erwahnt: S. 1 6, Z. 25-26; S. 1 7, Z. 7; 

*Das Dokument D3 wurde im internationalen Recherchenbericht falsch angegeben als ein Dokument 
von Biological & Pharmaceutical Bulletin of Japan. Eine Kopie des Dokuments liegt bei. 
*.*_*_*.*_*_*_*.*.*.*_*_*.*.*_*_».*.*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_* ***************** 

2. Falls Verfahren zur Herstellung einer injizierbaren Arzneimittelzubereitung, die die 
in den Beispielen beschriebenen Substanzen enthalt, patentiert sein sollten, dann sind die 
Dokumente D1-D6 relevant fur die erfinderische Tatigkeit der Patentanspruche 1-19 (siehe 
D1: Seite 58, Abbildung 1 und Seite 60, Spalte 2, Zeilen 14, 15 und 36-47; D2: S. 3, Z. 24- 
29 und Anspruche; D3: Zusammenfassung, S. 400, Abbildung 1 , Wirkstoff 3 und S. 400, 
Spalte 2, Absatz 1; D4: Titel, Zusammenfassung, S. 3341, Abbild. 1; S. 3344, Tabelle 1, 
S. 3345, letzte 3 Zeilen; D5: Zusammenfassung, S. 80, Sp. 2, Z. 20-22, S. 80, Abbildung 
1 und S. 81, Tabelle 1; D6: S. 2469; Tabelle 1, Beispiel 13). 
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Zu Punkt III 

Keine Erstellung eines Gutachtens iiber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und 
gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Die Recherche wurde auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, die als klar und 
knapp gefaBt gelten konnen, namlich die durch die Beispiele gestutzten Teile (siehe den 
Internationalen Recherchenbericht). 

Es ist daher kein Recherchenbericht fur die gesamten Anspruche verfugbar. Darum 
kann keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerb- 
liche Anwendbarkeit der Anspruche 1-19 gegeben werden. 

2. Patentanspruche, oder Teile von Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein 
internationaler Recherchenbericht erstellt wurde, konnen normalerweise nicht Gegenstand 
einer internationalen vorlaufigen Prufung sein (Regel 66.1(e) PCT). In seiner Eigenschaft 
als mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde wird das EPA also in 
der Regel keine vorlaufige Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine 
Recherche vorliegt. Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder fur den Fall, 
daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II PCT neue Patentanspruche 
vorlegt. 

3. AuBerdem, sind die Anspruche Nr 1-19 so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten 
erstellt werden kann (siehe Punkt VIII). 

Zu Punkt VI 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 

Prioritatsdatum 

Anmelde Nr. Veroffentlichungsdatum Anmeldedatum ( ZU Recht beansprucht) 

Patent Nr. (Tag/Monat/Jahr) (Tag/Monat/Jahr) (Tag/Monat/Jahr) 

D7: WO-A-0076550 21.12.2000 07.06.2000 10.06.1999 

Es wurde nicht uberpruft ob die Prioritat der vorliegenden Anmeldung gultig ist. Falls 
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sie nicht gultig ist, konnte das Dokument D7 unter der Bedeutung von Regel 64.1(a) fur 
Artikel 33(2) und (3) PCT als neuheitschadlich betrachtet werden (siehe die Beispiele 
(Seiten 23-28, insbesondere Seite 24), und die Patentanspruche). 

Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der Be- 
schreibung weder der in den Dokumenten D1, D3, D4 und D5 offenbarte einschlagige 
Stand derTechnik noch diese Dokumente angegeben. 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 . Die geltenden Patentanspruche 1-19 beziehen sich auf eine unverhaltnismaBig groBe 
Zahl moglicher Substanzen, Verwendungen und Verfahren. In der Tat umfassen sie so 
viele Wahlmoglichkeiten und mogliche Permutationen, daB sie im Sinne von Art. 6 PCT 
in einem solchen MaBe unklar und zu weitlaufig gefaBt erscheinen, daB sie eine sinnvolle 
Erstellung eines Gutachtens nicht ermoglichen: 

1.1 Die in den Anspriiche 1, 3, 7, 9, 10, 1 1, 12 und 16-19 benutzten Ausdrucke 

"Wirkstoff", "Molekulrest", "Spacer", "Diagnostikum" und "Tragermolekul" sind vage 
und lassen den Leser uber die Bedeutung der betreffenden technischen Merkmale 
im Ungewissen. Ferner mangelt es den Anspruchen insgesamt an Klarheit, da es 
schwierig ist, den Gegenstand des Schutzbegehrens zu ermitteln, und damit Dritten 
die Feststellung des Schutzumfangs in unzumutbarer Weise erschwert wird: alle exis- 
tierende Spacers, alle Wirkstoffe, alle Molekulreste und alle Tragermolekule konnen 
nicht benutzt sein urn eine injizierbare Arzneimittelzubereitung herzustellen (siehe die 
Beispiele, wo nur DOXO-HYD (Beispiel 1, Seite 23), DOXO-EMHC (Beispiel 4, Seite 
28), der Peptid-Derivat (2) (Beispiel 5, Seite 29) und HSA-2 (Beispiel 5, Seite 30, 
Zeile 30) beschrieben sind). Dies hat zur Folge, daB die Definition des Gegenstands 
diesen Anspruche nicht klar ist (Artikel 6 PCT), und das es fur den Fachmann nicht 
verstandlich ist, wie die Erfindung ausgefuhrt werden kann (Artikel 5 PCT). 
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1 .2 Der Anspruch 4 ist nicht klar, weil die fotgenden Ausdrucke fur den Fachmann 
nicht eindeutig verstandlich sind (Artikel 6 PCT): "Stickstofflostderivative", "Purin- 
oder Pyrimidinantagonisten", "c/s-konfigurierten Platin(ll)-Komp!exe" (es sind nur 12 
Platin (II) komplexe beschrieben (Seite 5, Zeilen 10-30): alie Platin (II) komplexe 
konnen darum nicht als Wirkstoff benutzt sein). 

1 .3 Die Verwendung einer vagen Substanz ("gemaB einem der [vagen] Anspruche 
1 bis 10") gemaB Anspruche 13 unci 15, oder ein diagnostischer Kit enthaltend eine 
vage Substanz ("nach einem der Anspruche 5 bis 12") gemaB Anspruch 14, sind 
auch vage. 

2. Die Anspruche 1, 2, 11, 12, 16 und 18 entsprechen nicht den Erfordernissen des 
Artikels 6 PCT, weil der Gegenstand des Schutzbegehrens nicht klar definiert ist. In den 
Anspruchen wird versucht, den Gegenstand durch das zu erreichende Ergebnis zu definie- 
ren (" iniizierbarer Traqerflussigkeit " (Anspruche 1 und 16), "[nicht] spaltb ar"(Anspruche 1, 

2, 11, 12 und 1 8)); damit wird aber lediglich die zu losende Aufgabe angegeben. 

3. Das Merkmal des Anspruchs 4, da3 der Wirkstoff aus der Gruppe der Stickstofflost- 
derivative, der Purin- oder Pyrimidinantagonisten, der Folsaureantagonisten, oder der c/s- 
konfigurierten Platin(ll)-Komplexe ausgewahlt ist, wird in der Beschreibung nicht genannt. 
Der Anspruch 4 wird daher nicht, wie in Artikel 6 PCT vorgeschrieben, von der Beschrei- 
bung gestutzt. 
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Anspruche 



1 ■ Vsrfahren zur Hersteliung einer injizierbaren 

5 Arzneimittelzubereitung, enthaltend eine therapeutisch und/oder 

diagnostisch wirksame Substanz, die in einer injizierbaren 
Tragerflussigkeit gelost wird, dadurch gekennzeichnet, dafS als 
therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz eine 
Verbindung bestehend aus einem Wirkstoff und weniastens 
10 emem^prTn^inbindenden Molekuirest, die durch einen Spacer 

verbunden sind, verwendet wird, worin der Spacer oder die 
Bindung zwischen dem Wirkstoff und dem Spacer pH-abhangig, 
hydrolytisch oder enzymatisch im Korper spaitbar ist. 

15 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ der 

Spacer oder die Bindung zwischen dem Wirkstoff und dem 
Spacer unter Freisetzung des Wirkstoffs oder eines Derivats des 
Wirkstoffs im Korper spaitbar ist. 

20 3 - Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 

daft der Wirkstoff ein Zytostatikum, ein Zytokin, ein 
Immunsuppressivum, ein Virostatikum, ein Antirheumatikum, ein 
Analgetikum, ein Antiphlogistikum, ein Antibiotikum, ein 
Antimykotikum, ein Signaltransduktionsinhibitor, ein 

25 Angiogeneseinhibitor oder ein Proteaseinhibitor ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 , 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, 

daft der Wirkstoff aus der Gruppe der Anthrazykline, der 
Stickstofflostderivate, der Alkylantien, der Purin- oder 
30 Pyrimidinantagonisten, der Folsaureantagonisten, der Taxane, 

der Camptothecine, der Podophyiiotoxinderivate, der Vinca- 
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hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
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4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Priorrtatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so mu3 diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen alter Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Obersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 
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I. Grundlage des Berichts 

1. Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgeiegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprungfich 
eingereichf 4 und sind ihm nicht beigefugt, weii sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70. 1 7))\ 
Beschreibung, Seiten: 

1-32 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

4 (Teil),5-19 ursprungliche Fassung 

1 -3,4 (Teil) eingegangen am 1 9/06/2001 mit Schreiben vom 1 9/06/2001 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgeiegt. 

□ Die Erkiarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgeiegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 
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□ 



Zeichnungen, 



Blatt: 



5. K Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzbtatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 

beizufugen). 

siehe Beiblatt 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin geprOft, ob die beanspruchte Erfindung als neu, auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichttich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte international Anmeldung. 
Anspruche Nr. 1-19. 



□ Die gesamte internationale Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. beziehen sich auf den 
nachstehenden Gegenstand, fur den keine internationale vorlaufige Prufung durchgefuhrt werden braucht 
(genaue Angaben): 

Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
Oder die obengenannten Anspruche Nr. 1-19 sind so unklar, daf3 kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 
siehe Beiblatt 

IS Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 4 sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzl, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

H Fur die obengenannten Anspruche Nr. 1-19 wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

2. Eine sinnvolle internationale vorlaufige Prufung kann nicht durchgefuhrt werden, weil das Protokoll der Nukleotid- 
und/oder Aminosauresequenzen nicht dem in Anlage C der Verwaltungsvorschriften vorgeschriebenen Standard 



Begrundung: 



entspricht: 



□ Die schriftliche Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 

□ Die computerlesbare Form wurde nicht eingereicht bzw. entspricht nicht dem Standard. 



VI. Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

1. Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (RegeJ 70.10) 



Formbtatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



• 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP00/05272 



und / oder 

2. Nicht-schriftliche Offenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Zu Punkt I 

Grundlage des Bescheides 

1. Die mit Schreiben vom 19.06.2001 eingereichten Anderungen bringen Sachverhalte 
ein, die im Widerspruch zu Artikel 34 (2) b) PCT uber den Offenbarungsgehalt der interna- 
tionalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgehen. Es handelt sich dabei um folgende 
Anderung: 

Seite 4, Zeile 32: "Gemcitabine" befindet sich in der original Beschreibung nicht. 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: Kratz F. et al., Biol. Pharm. Bull., Bd. 21, Nr. 1, 1998, Seiten 56-61; 

D2: DE 196 36 889 A, in der Anmeldung erwahnt: Seite 2, Zeile 10; S. 1 1 , Z. 29; 
S. 12, Z. 1; S. 13, Z. 9-10; 

D3: M. Krugeret al., Chem. Pharm. Bull., Bd. 45, Nr. 2, 1997, Seiten 399-401*; 

D4: G. M. Dubowchik et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., Bd. 8, Nr. 23, Dezember 
1998, Seiten 3341-3346; 

D5: M. Nichifor et al., Journal of Controlled Release, Bd. 39, 1996, Seiten 79- 

92; 

D6: S. Netzel-Arnett, Biochemistry, Bd. 32, Nr. 25, 1993, Seiten 6427-6432, in 
der Anmeldung erwahnt: S. 16, Z. 25-26; S. 17, Z. 7; 

*Das Dokument D3 wurde im internationalen Recherchenbericht falsch angegeben als ein Dokument 

von Biological & Pharmaceutical Bulletin of Japan. Eine Kopie des Dokuments liegt bei. 
*_*_*_*_*_*_*_*_*_*_* ********************************************* 

2. Falls Verfahren zur Herstellung einer injizierbaren Arzneimittelzubereitung, die die 
in den Beispielen beschriebenen Substanzen enthalt, patentiert sein sollten, dann sind die 
Dokumente D1 -D6 relevant fur die erfinderische Tatigkeit der Patentanspruche 1-19 (siehe 
D1: Seite 58, Abbildung 1 und Seite 60, Spalte 2, Zeilen 14, 15 und 36-47; D2: S. 3, Z. 24- 
29 und Anspruche; D3: Zusammenfassung, S. 400, Abbildung 1, Wirkstoff 3 und S. 400, 
Spalte 2, Absatz 1; D4: Titel, Zusammenfassung, S. 3341, Abbild. 1; S. 3344, Tabelle 1, 
S. 3345, letzte 3 Zeilen; D5: Zusammenfassung, S. 80, Sp. 2, Z. 20-22, S. 80, Abbildung 
1 und S. 81 , Tabelle 1 ; D6: S. 2469; Tabelle 1 , Beispiel 1 3). 
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Zu Punkt III 

Keine Erstellung eines Gutachtens iiber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und 
gewerbliche Anwendbarkeit 

1 . Die Recherche wurde auf die Teile der Patentanspruche gerichtet, die als klar und 
knapp gefaBt gelten konnen, namlich die durch die Beispiele gestutzten Teile (siehe den 
Internationalen Recherchenbericht). 

Es ist daher kein Recherchenbericht fur die gesamten Anspruche verfugbar. Darum 
kann keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerb- 
liche Anwendbarkeit der Anspruche 1-19 gegeben werden. 

2. Patentanspruche, oder Teile von Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein 
internationaler Recherchenbericht erstellt wurde, konnen normalerweise nicht Gegenstand 
einer internationalen vorlaufigen Prufung sein (Regel 66.1(e) PCT). In seiner Eigenschaft 
als mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde wird das EPA also in 
der Regel keine vorlaufige Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine 
Recherche vorliegt. Dies gilt auch fur den Fall, da(3 die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder fur den Fall, 
daf3 der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II PCT neue Patentanspruche 
vorlegt. 

3. AuBerdem, sind die Anspruche Nr 1-19 so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten 
erstellt werden kann (siehe Punkt VIII). 



Zu Punkt VI 

Bestimmte angefiihrte Unterlagen 

Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regel 70.10) 

Prioritatsdatum 

Anmefde Nr. Veroffentiichungsdatum Anmeldedatum (zu Recht beansprucht) 

Patent N r. (Tag/Monat/Jahr) (T agMonat/Jahr) (T agMlonat/Jahr) 

D7: WO-A-0076550 21.12.2000 07.06.2000 ^ 10.06.1999 

Es wurde nicht uberpruft ob die Prioritat der vorliegenden Anmeldung gultig ist. Falls 
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sie nicht gultig ist, konnte das Dokument D7 unter der Bedeutung von Regel 64.1(a) fur 
Artikel 33(2) und (3) PCT als neuheitschadlich betrachtet werden (siehe die Beispiele 
(Seiten 23-28, insbesondere Seite 24), und die Patentanspruche). 

Zu Punkt VII 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der Be- 
schreibung weder der in den Dokumenten D1, D3, D4 und D5 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

1 . Die geltenden Patentanspruche 1-19 beziehen sich auf eine unverhaltnismaBig groBe 
Zahi moglicher Substanzen, Verwendungen und Verfahren. In der Tat umfassen sie so 
viele Wahlmoglichkeiten und mogliche Permutationen, daf3 sie im Sinne von Art. 6 PCT 
in einem solchen MaBe unklar und zu weitlaufig gefaBt erscheinen, daB sie eine sinnvolle 
Erstellung eines Gutachtens nicht ermoglichen: 

1.1 Die in den Anspriiche 1, 3, 7, 9, 10, 11, 12 und 16-19 benutzten Ausdrucke 

"Wirkstoff", "Molekuirest", "Spacer", "Diagnostikum" und "Tragermolekul" sind vage 
und lassen den Leser uber die Bedeutung der betreffenden technischen Merkmale 
im Ungewissen. Ferner mangelt es den Anspruchen insgesamt an Klarheit, da es 
schwierig ist, den Gegenstand des Schutzbegehrens zu ermitteln, und damit Dritten 
die Feststellung des Schutzumfangs in unzumutbarer Weise erschwert wird: alle exis- 
tierende Spacers, alle Wirkstoffe, alle Molekulreste und alle Tragermolekule konnen 
nicht benutzt sein um eine injizierbare Arzneimittelzubereitung herzustellen (siehe die 
Beispiele, wo nur DOXO-HYD (Beispiel 1, Seite 23), DOXO-EMHC (Beispiel 4, Seite 
28), der Peptid-Derivat (2) (Beispiel 5, Seite 29) und HSA-2 (Beispiel 5, Seite 30, 
Zeile 30) beschrieben sind). Dies hat zur Folge, daB die Definition des Gegenstands 
diesen Anspruche nicht klar ist (Artikel 6 PCT), und das es fur den Fachmann nicht 
verstandlich ist, wie die Erfindung ausgefuhrt werden kann (Artikel 5 PCT). 
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1 .2 Der Anspruch 4 ist nicht klar, weil die folgenden Ausdrucke fur den Fachmann 
nicht eindeutig verstandlich sind (Artikel 6 PCT): "Stickstofflostderivative", "Purin- 
oder Pyrimidinantagonisten", "c/s-konfigurierten Platin(ll)-Komplexe" (es sind nur 12 
Platin (II) komplexe beschrieben (Seite 5, Zeilen 10-30): alle Platin (II) komplexe 
konnen darum nicht als Wirkstoff benutzt sein). 

1 .3 Die Verwendung einer vagen Substanz ("gemaB einem der [vagen] Anspruche 
1 bis 10") gemaB Anspruche 13 und 15, oderein diagnostischer Kit enthaltend eine 
vage Substanz ("nach einem der Anspruche 5 bis 12") gemaB Anspruch 14, sind 
auch vage. 

2. Die Anspruche 1, 2, 11, 12, 16 und 18 entsprechen nicht den Erfordernissen des 
Artikels 6 PCT, weil der Gegenstand des Schutzbegehrens nicht klar definiert ist. In den 
Anspruchen wird versucht, den Gegenstand durch das zu erreichende Ergebnis zu definie- 
ren (" iniizierbarerTraaerflussiakeit " (Anspruche 1 und 16), "[nicht] seaJtbar"(Anspruche 1, 

2, 11, 12 und 18)); damit wird aber lediglich die zu losende Aufgabe angegeben. 

3. Das Merkmal des Anspruchs 4, daB der Wirkstoff aus der Gruppe der Stickstofflost- 
derivative, der Purin- oder Pyrimidinantagonisten, der Folsaureantagonisten, oder der c/s- 
konfigurierten Platin(ll)-Komplexe ausgewahlt ist, wird in der Beschreibung nicht genannt. 
Der Anspruch 4 wird daher nicht, wie in Artikel 6 PCT vorgeschrieben, von der Beschrei- 
bung gestutzt. 
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Anspruche 

Verfahren zur Herstellung einer injizierbaren 
Arzneimittelzubereitung, enthaltend eine therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanz, die in einer injizierbaren 
Tragerflussigkeit gelost wird, dadurch gekennzeichnet, daft als 
therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz eine 
Verbindung bestehend aus einem Wirkstoff und wenigstens 
elneniYpf^Q^uir^enden Molekulrest, die durch einen Spacer 
verbunden sind, verwendet wird, worin der Spacer oder die 
Bindung zwischen dem Wirkstoff und dem Spacer pH-abhangig, 
hydrolytisch oder enzymatisch im Korper spaltbar ist. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft der 
Spacer oder die Bindung zwischen dem Wirkstoff und dem 
Spacer unter Freisetzung des Wirkstoffs oder eines Derivats des 
Wirkstoffs im Korper spaltbar ist. 



Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
daft der Wirkstoff ein Zytostatikurn, ein Zytokin, ein 
Immunsuppressivurn, ein Virostatikum, ein Antirheumatikum, ein 
Analgetikum, ein Antiphlogistikum, ein Antibiotikum, ein 
Antimykotikum, ein Signaltransduktionsinhibitor, ein 
Angiogeneseinhibitor oder ein Proteaseinhibitor ist. 

Verfahren nach Anspruch 1 , 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, 
daft der Wirkstoff aus der Gruppe der Anthrazykline, der 
Stickstofflostderivate, der Alkylantien, der Purin- oder 
Pyrimidinantagonisten, der Folsaureantagonisten, der Taxane, 
der Carnptothecine, der Podophyliotoxinderivate, der Vinca- 
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Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt 3 Blatter. 

[X] Dariiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



2. 

3,. 



Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

[ | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

| | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

[ | Die Erklarung. da3 das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht. wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung, daf3 die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. 

| | Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
| | Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

[X] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

Pyl wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
[ | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen | X | kerne der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 




Internationales Aktenzetchen PCT£P 00 £5272 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 



210 



Fortsetzung von Feld 1.2 



Die geltenden Patentanspruche 1-19 beziehen sich auf eine 
unverhal tni smaBig groBe Zahl mbglicher 

Verbindungen/Produkte/Vorrichtung/Verfahren . In der Tat umfassen sie so 
viele Wahlmogl ichkeiten und mogliche Permutati onen und/oder 
Ei nschrankungen , daB sie im Sinne von Art. 6 PCT in einem solchen MaBe 
unklar (und/oder zu weitlaufig gefasst) erscheinen, als daB sie eine 
sinnvolle Recherche ermogl i chten. Daher wurde die Recherche auf die Teile 
der Patentanspruche gerichtet, die als klar (und/oder knapp gefaBt) 
gelten konnen, namlich die Beispiele. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen , auf Erfindungen, fur die kein i nternationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erwei se nicht Gegenstand einer 
i nternati onalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der i nternati onal en vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
i nternati onalen Recherchenberi chtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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der PCT -Gazette verwiesen. 



^ = (54) Title: METHOD FOR PRODUCING AN INJECTABLE MEDICAMENT PREPARATION 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG EINER I N JIZIERB AREN ARZNEIMITTELZUBEREITUNG 

^j} (57) Abstract: The invention relates to a method for producing injectable medicament preparations containing a therapeutically 
and/or diagnostically effective substance which is comprised of an active agent, of a spacer molecule and of at least one protein- 

^ binding molecule. After being brought into contact with the body, said therapeutically and/or diagnostically effective substance 
covalently bonds to the body fluid constituents or tissue constituents via the protein -binding molecule, thus providing a form of 

If) transport of the active agent that can be hydrolytically or enzymatically cleaved, according to pH, in the body while releasing the 

^•0 active agent. 

S (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur HersteLlung injizierbarer Arzneimittelzubereitungen. enthaltend 
eine therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz, die aus einem Wirkstoff, einem Spacermolekiil und wenigstens einem 
^ proteinbindenden Molekul besteht und nach dem Zusammenbringen mil dem Korper liber das proteinbindende Molekul kovalent an 
^ Korperfliissigkeits- oder Gewcbebestandteile bindeL so dass eine Transportform des Wirkstoffs vorliegt, der pH-abhangig. hydroly- 
tisch oder enzymatisch im Korper unter Freisetzung des Wirkstoffs spaltbar ist. 



! . > \ £ 
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Verfahren zur Herstellung einer injizierbaren Arzneimittelzubereitung 

Beschreibung 

5 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung injizierbarer 
Arzneimittelzubereitungen, enthaltend eine therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanz, die aus einem Wirkstoff, einem 
Spacermolekul und wenigstens einem proteinbindenden Molekul besteht und 
10 nach dem Zusammenbringen mit dem Korper uber das proteinbindende 
Molekul kovalent an Korperflussigkeits- oder Gewebebestandteile bindet, so 
daft eine Transportform des Wirkstoffs vorliegt, der pH-abhangig, 
hydrolytisch oder enzymatisch im Korper unter Freisetzung des Wirkstoffs 
spaltbar ist. 

15 

Der GroGteil der zur Zeit eingesetzten Pharmaka sind niedermolekulare 
Verbindungen und weisen nach systemischer Applikation eine hohe Plasma- 
sowie Gesamtclearance auf. Des weiteren dringen sie aufgrund von 
Diffusionsvorgangen in die Gewebestrukturen des Korpers ein und weisen 

20 in der Rege! eine gieichma&ige Bioverteilung auf. Beide Eigenschaften fuhren 
dazu, da£ nur geringe Mengen des Pharmakons den Wrrkort erreichen und 
das Pharmakon aufgrund seiner Verteilung auf das gesunde Gewebe des 
Korpers Nebenwirkungen hervorruft. Diese Nachteile sind besonders bei 
solchen Pharmaka ausgepragt, die ein hohes zytotoxisches Potential 

25 besitzen, wie etwa Zytostatika, Immunsuppressiva oder Virostatika. 

Um die Selektivitat von niedermolekularen Pharmaka zu verbessern, werden 
mehrere Strategien verfolgt, beispielsweise die chemische Derivatisierung 
von Leitstrukturen, die Formulierung als Prodrugs oder die Kopplung der 
30 Pharmaka an Tragermolekule. Die vorliegende Erfindung geht von solchen 
Konzepten aus, bei denen Pharmaka an korpereigene Makromolekule 
chemisch gebunden wurden. Bekannt sind Konjugate, bei denen im 



WO 00/76551 PCT/EPOO/05272 

- 2 - 

allgemeinen Zytostatika an Serumproteirie, vorwiegend an bestimmte 
Tragermolekule wie Humanserumalbumin unci Humanserumtransferrin, 
gebunden werden und dann verabreicht werden. Diese bekannten 
Proteinkonjugate werden dadurch hergestellt, daft man ex vivo entweder in 
einem "Eintopfverfahren" das Zytostatikum an das Serumprotein koppelt 
(DE 41 22 210 A1) und das resultierende Albumin-Zytostatikum-Konjugat 
gewinnt oder daB man zunachst das Zytostatikum mit einem geeigneten 
Spacermolekul derivatisiert, das resultierende Produkt isoliert und in einem 
zweiten Schritt das so derivatisierte Zytostatikum uber eine 
Maieinimidgruppe an das Protein koppelt (DE 196 36 889 A1 und PCT/DE 
97/02000) und das resultierende Albumin-Zytostatikum-Konjugat isoliert. 
Beide Verfahren haben den Nachteil, dafc Plasmaproteine verwendet 
werden, die pathogene Erreger enthalten konnen. Weitere Nachteile der 
beschriebenen Protein-Wirkstoff-Konjugate sind ihre unbefriedigende 
Stabilitat und Lagerbestandigkeit und der technische Aufwand ihrer 
Herstellung. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, diese Nachteile zu uberwinden. 
Gelost wird diese Aufgabe durch ein Verfahren zur Herstellung einer 
injizierbaren Arzneimittelzubereitung, enthaltend eine therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanz, die in einer injizierbaren Tragerflussigkeit 
gelost wird, welches dadurch gekennzeichnet ist, daS als therapeutisch 
und/oder diagnostisch wirksame Substanz eine Verbindung bestehend aus 
einem Wirkstoff und wenigstens einem proteinbindenden Molekulrest, die 
durch einen Spacer verbunden sind, verwendet wird, worin der Spacer oder 
die Bindung zwischen dem Wirkstoff und dem Spacer pH-abhangig, 
hydrolytisch oder enzymatisch im Korper spaltbar sind. Bei der Spaltung 
wird der Wirkstoff oder ein Derivat des Wirkstoffes freigesetzt. Unter einem 
Wirkstoffderivat werden Substanzen verstanden, die den Wirkstoff 
umfassen, jedoch zusatzlich Teile des Spacers oder der Gruppen, uber die 
■ der Wirkstoff mit dem proteinbindenden Molekul gebunden war, enthalten 
konnen. Die Wirksamkeit des Wirkstoffs sollte durch seine Freisetzung als 
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Derivat nicht beeintrachtigt werden. Vorzugsweise entfaltet der Wirkstoff 



Die Erfindung beruht auf der uberraschenden Feststellung, daK es nicht, wie 
5 bisher angenommen wurde, notig ist, einen Wirkstoff mit einem bestimmten 
Trager unter definierten Bedingungen zu verbinden und das Produkt zu 
verabreichen, sondern da£ es mogiich ist, therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanzen, bestehend aus einem 
pharmakologischen Wirkstoff, und wenigstens einem proteinbindenden 

10 Molekulteii, die durch einen Spacer miteinander verbunden sind, direkt als 
injizierbare Arzneimittel einzusetzen, da diese nach dem Zusammenbringen 
mit dem Korper uber das proteinbindende Molekul kovaient derart an 
Korperflussigkeits- oder Gewebebestandteile, vorwiegend an Serumproteine, 
binden, da£ in vivo eine Transportform des Wirkstoffs gebildet wird, welche 

16 die Zielzellen bzw. das Zielgewebe des Wirkstoffs erreicht. Da 
erfindungsgemafi bei der therapeutisch und/oder diagnostisch wirksamen 
Substanz die Bindung im Spacermolekul oder zwischen dem Wirkstoff und 
dem Spacermolekul pH-abhangig, hydrolytisch oder enzymatisch im Korper 
spaltbar ist, wird der Wirkstoff trotzdem gezielt am gewunschten Zielort 

20 freigesetzt. 

Erfindungsgemafc erhaltene injizierbare Arzneimittelzubereitungen von 
therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanzen verandern und 
verbessern aufgrund ihrer proteinbindenden Eigenschaften das 

25 pharmakokinetische Profil der Wirkstoffe entscheidend. Wenn diese 
therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanzen in 
Korperfiussigkeiten gelangen, binden sie kovaient an Korperfliissigkeits- 
oder Gewebebestandteile, vorzugsweise an Serumproteine, mehr bevorzugt 
an Serumalbumin, urn so als makromolekulare Prodrugs vorzuliegen, die den 

30 Wirkstoff zu dem Zielort transportieren und/oder ihn in einer dosierten Form 
freisetzen. 



bzw. dessen Derivat seine Wirksamkett erst nach der Freisetzung. 
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Die erfindungsgemaft erhaltene therapeutisch und/oder diagnostisch 
wirksame Substanz besteht aus einem Wirkstoff W, einem Spacermolekul 
SM und wenigstens einem proteinbindenden Molekul PM mit folgender 
allgemeiner Struktur: 



Zusatzlich kann die erf indungsgemafc erhaltene Substanz 
io Markierungsgruppen bzw. markierte Elemente oder Molekule aufweisen, 
wobei sich die Substanz dann insbesondere fur diagnostische Zwecke 
eignet. Bevorzugte Marker sind ein oder mehrere Radionuklide, ein oder 
mehrere Radionuklide umfassende Liganden, eine oder mehrere 
Positronenstrahler, ein oder mehrere NMR-Kontrastmittel, ein oder mehrere 
1 5 fiuoreszierende Verbindung(en) oder/und ein oder mehrere Kontrastmittel im 
nahen IR-Bereich. 

Ein Diagnostikum im Sinne dieser Erfindung ist beispielsweise ein wie oben 
beschrieben markierter Wirkstoff oder ein oder mehrere fiuoreszierende 
20 Verbindung(en) oder/und ein oder mehrere Kontrastmittel im nahen IR- 
Bereich. 

Der Wirkstoff ist ein Zytostatikum, ein Zytokin, ein Immunsuppressivum, ein 
Virostatikum, ein Antjrheumatikum, ein Analgetikum, ein Antiphlogistikum, 
25 ein Antibiotikum, ein Antimykotikum, ein Signaltransduktionsinhibitor* ein 
Angiogeneseinhibitor oder ein Proteaseinhibitor. 

Bevorzugte Zytostatika fur die Hersteilung von injizierbaren therapeutisch 
und/oder diagnostisch wirksamen Substanzen gemaB der vorliegenden 
30 Erfindung sind die Anthrazykline Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin, 
Idarubicin, Mitoxantron und Ametantron sowie verwandte Derivate, die 
Alkylantien Chlorambucil, Bendamustin, Melphalan und Oxazaphoshorine 



5 



w 



SM 



PM 
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sowie verwandte Derivate, die Antimetabolite Methotrexat, 5-Fluorouracil, 
5 '-Desoxy-5-fluorouridin und Thioguanin sowie verwandte Derivate, die 
Taxane Paclitaxel und Docetaxel sowie verwandte Derivate, die 
Camptothecine Topotecan, Irinotecan, 9-Aminocamptothecin und 
Camptothecin sowie verwandte Derivate, die Podophyllotoxinderivate 
Etoposid, Teniposid und Mitopodozid sowie verwandte Derivate, die Vinca- 
Alkaloide Vinblastin, Vincristin, Vindesin und Vinorelbin sowie verwandte 
Derivate, die Calicheamicine, die Maytansinoide und eine Verbindung der 
allgemeinen Formel I bis XII: 



Ci 



15 



X 

Formel I 




Formel II 



ci 



/ 



Formel 



20 



IV 



o 
II 

— c 



o — c 

II 

o 



Forryrf VI 



25 




Forme* IX 





c 



Forma* X 



O 

II 




30 



Formoi » 



v O C 



FormoJ XI 
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wobei X das Spacermolekul SM oder das proteinbindende Molekul PM 
bedeutet. 

Bevorzugte Zytokine fur die Herstellung von therapeutisch und/oder 
5 diagnostisch wirksamen Substanzen der vorliegenden Erfindung sind 
Interleukin 2, Interferon a-2a, Interferon a-2b, Interferon £-1 a, Interferon 0- 
1 b, Interferon y-1 b und verwandte Derivate. Die verwendeten Zytokine sind 
i.d.R. gentechnisch hergestellte Arzneimittel. 

io Bevorzugte Immunsuppresiva fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung 
sind Cyclosporin A und verwandte Derivate, sowie Tacrolimus (FK 506) und 
verwandte Derivate. 

Besonders geeignete Antirheumatika fur das Verfahren der vorliegenden 
is Erfindung sind Methotrexat und verwandte Derivate. 

Bevorzugte Analgetika fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung sind 
Salicylsaurederivate, wie etwa Acetylsalicylsaure und verwandte Derivate, 
Pharmaka-Derivate, die eine Essig- oder Propionsauregruppe aufweisen, wie 
20 etwa Diclofenac bzw. Indometacin oder Ibuprofen bzw. Naproxen, und 
Aminophenolderivate, wie etwa Paracetamol. 

Bevorzugte Antimykotika fur Verfahren der vorliegenden Erfindung sind 
Amphotericin B und verwandte Derivate. 



Bevorzugte Virostatika fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung sind 
Nukleosidanaloga, wie etwa Aciclovir, Ganciclovir, Idoxuridin, Ribavirin, 
Vidaribin, Zidovudin, Didanosin und 2 ',3 '-Didesoxycytidin (ddC) und 
verwandte Derivate, und Amantadin. 



Bevorzugte Antibiotika fur das Verfahren der vorliegenden Erfindung sind 
Sulfonamide, wie etwa Sulanilamid, Sulfacarbamid und Sulfametoxydiazin 



25 



30 
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und verwandte Derivate, Penicilline, wie etwa 6-Aminopenicillansaure, 
Penicillin G sowie Penicillin V und verwandte Derivate, Isoxazoylpenicilline 
(z.B. Oxacillin, Cloxacillin, Flucloxacillin) und verwandte Derivate, a- 
substituierte Benzylpenicilline (z.B. Ampicillin, Carbenrciilin, Pivarnpicillin, 
Amoxicillin) und verwandte Derivate, Acylaminopenicilline (z.B. Mezlocillin, 
Azlociliin, Piperacillin, Apalicillin) und verwandte Derivate, 
Amidinopenicilline, wie etwa Mecillinam, atypische S-Lactame, wie etwa 
Imipenam und Aztreonam, Cephalosporine, wie etwa Cefalexin, Cefradin, 
Cefaclor, Cefadroxil, Cefixim, Cefpodoxim, Cefazolin, Cefazedon, 
Cefuroxim, Cefamandol, Cefotiam, Cefoxitin, Cefotetan, Cefmetazol, 
Latamoxef, Cefotaxim, Ceftriaxon, Ceftizoxim, Cefmonoxim, Ceftazidim, 
Cefsulodin und Cefoperazon und verwandte Derivate, Tetracycline, wie 
Tetracyclic Chlortetracyclin, Oxytetracyclin, Demeclocyclin, Rolitetracyclin, 
Doxycyclin und Minocyclin und verwandte Derivate, Chloramphenicole, wie 
etwa Chloramphenicol und Thiamphenicol und verwandte Derivate, 
Gyrasehemmstoffe, wie etwa Nalixidinsaure, Pipemidsaure, Norfloxacin, 
Ofloxacin, Ciprofloxacin und Enoxacin und verwandte Derivate, und 
Tuberkulosemittel, wie etwa Isoniazid und verwandte Derivate. 

Das Spacermolekul SM ist ein organisches Molekul bestehend aus einer 
aliphatischen Kohlenstoffketteund/odereinemaliphatischen Kohlenstoffring 
und/oder mindestens einem Aromaten. Die/der aliphatische 
KohlenstoffketteAring besteht vorzugsweise aus 1-12 Kohlenstoffatomen, 
die teilweise durch Sauerstoffatome ersetzt sein konnen, und kann 
gegebenenfalls substituiert sein, insbesondere durch eine oder mehrere 
wasserlosliche Gruppen, wie Sulfonsaure-, Aminoalkyl- oder 
Hydroxygruppen. Der Aromat ist vorzugsweise ein Benzolring, der 
gegebenenfalls substituiert sein kann, wie etwa mit den obengenannten 
wasserloslichen Gruppen. Die aliphatische Kohlenstoffkette kann zur 
besseren Wasserloslichkeit Sauerstoffatome enthalten und sich dazu 
zweckma&ig von einer Oligoethylenoxid- oder -propylenoxidkette ableiten, 
z.B. eine Diethylenglycol-, Triethylenglycol- oder Dipropylenglycolkette sein. 



WO 00A76551 PCT/EPOO/05272 

- 8 - 

Das proteinbindende Molekul PM ist vorzugsweise eine Maleinimidgruppe, 
eine Halogenacetamidgruppe, eine Halogenacetatgruppe, eine Pyridyldithio- 
Gruppe, eine N-Hydroxysuccinimidester- odereine Isothiocyanat-Gruppe. Es 
kann auch eine Disulfidgruppe, eine Vinylcarbonylgruppe, eine 
Aziridingruppe oder eine Acetylengruppe sein. Die Disulfidgruppe ist 
bevorzugt aktiviert, in der Regel dadurch, da£ eine Thionitrobenzoesaure 
(z.B. 5'-Thio-2-Nitrobenzoesaure) die austauschbare Gruppe darstellt. Die 
Gruppen konnen gegebenenfalls substituiert sein. Die Maleinimid-, 
Pyridyldithio- bzw. N-Hydroxysuccinimidester-Gruppe kann gegebenenfalls 
mit Alkyl oder mit den obengenannten wasseriosiichen Gruppen substituiert 
sein. PM besitzt proteinbindende Eigenschaften, d.h. es bindet im 
physiologischen Milieu kovalent an bestimmte Aminosauren auf der 
Proteinoberflache. Dabei reagiertdie Maleinimid- f die Halogenacetamid-, die 
Halogenacetat, die Pyridyldithio-Gruppe, die Disulfidgruppe, die 
Vinylcarbonylgruppe, die Aziridingruppe bzw. die Acetylengruppe 
vorzugsweise mit HS-Gruppen von Cysteinen, die N- 
Hydroxysuccinimidester- und Isothiocyanatgruppe reagiert vorzugsweise mit 
der Aminogruppe von Lysinen auf der Proteinoberflache. 



Die durch das Verfahren der vorliegenden Erfindung als injizierbare 
Arzneimittelzubereitung bereitgestellte therapeutisch und/oder diagnostisch 
wirksame Substanz gelangt nach parenteraler Applikation in die Blutbahn 
und kann uber PM an Proteine binden. Bevorzugt erfolgt die Bindung an 
Serumproteine, insbesondere Serumalbumin. Es wurde gefunden, daB im 
physiologischen Milieu die therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame 
Substanz uber die Maleinimid-, Halogenacetamid-, Halogenacetat-, 
Pyridyldithio-Gruppe, die Disulfidgruppe, die Vinylcarbonylgruppe, die 
Aziridingruppe bzw. die Acetylengruppe insbesondere mit dem freien 
Cystein-34 des Albumins reagiert und auf diesem Weg kovalent gebunden 
wird. Pharmakologisch aktive Substanzen mit einer N- 
Hydroxysuccinimidester- bzw. Isothiocyanat-Gruppe binden bevorzugt an 
die ^-Aminogruppe von Lysinen auf der Proteinoberflache von Albumin oder 
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anderen Serumproteinen. Serumproteine, wie Albumin oder Transferrin, 
weisen eine ausgesprochen lange Halbwertszeit im systemischen Kreislauf 
auf (bis zu 19 Tagen - Peters, T. Jr. (1 985): Serum albumin. Adv. Protein. 
Chem. 37, 161-245). Aufgrund einer erhohten Permeabilitat von 

5 Gefaftwanden des malignen, infizierten bzw. entzundeten Gewebes fur 
Makromolekule gelangt Serumalbumin bevorzugt in dieses Zieigewebe 
(Maeda, H.; Matsumura, Y. Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys. (1989), 6, 
1 93-210). Dadurch kann ein an Albumin gekoppelter Wirkstoff gezieiter den 
Wirkort erreichen. Des weiteren verhindert die kovalente Koppiung des 

io Wirkstoffs an Serumproteine in der Biutbahn, daI3> der Wirkstoff in gesunde 
Gewebestrukturen des Korpers diffundiert oder uber die Niere eliminiert wird 
bzw. diese in dem MalSe schadigt wie der nicht gebundene Wirkstoff. 
Dadurch wird das pharmakokinetische Profil des Wirkstoffs verandert und 
verbessert, da seine Wirkung durch eine Anreicherung am Wirkort erhoht 

15 wird und gleichzeitig die toxischen Wirkungen auf gesunde Systeme des 
Korpers verringert werden. 

Die gemaB der vorliegenden Erfindung verwendeten therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksamen Substanzen enthalten im Spacermolekul oder 
20 zwischen SM und W eine definierte chemische Bindung. Diese Bindung ist 
pH-abhangig, vorzugsweise saurelabil, spaltbar bzw. hydrolytisch spaltbar, 
oder ste enthalt mindestens eine Bindung, die im Korper enzymatisch 
gespalten wird, vorzugsweise eine Peptidbindung. 

25 Bindungen, die durch Hydrolyse unter Freisetzung des Wirkstoffs gespalten 
werden, sind beispielsweise Esterbindungen oder Metallkomplexbindungen, 
wie sie bei Platin-Dicarboxylat-Komplexen vorliegen, wobei ein 
Diammindiaquo-PlatindD-Komplex freigesetzt wird. Die saurelabilen 
spaltbaren Bindungen sind Acetal-, Ketal-, Imin-, Hydrazon, 

30 Carboxyihydrazon- oder Sulf onylhydrazonbindungen oder cis- 
. Aconitylbindungen oder eine Tritylgruppe enthaltende Bindungen, wobei die 
Tritylgruppe substituiert oder nicht substituiert sein kann. Bevorzugte 
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therapeutisch/diagnostisch relevante saurelabile Bindungen sind 
beispielsweise in Kratz et al. (1 990) Crit. Rev. Ther. Drug. Car.Sys. 1_6 (3), 
245-288 beschrieben. Die Peptidsequenz in den realisierten Peptidbindungen 
besteht in der Regel aus etwa 2-30 Aminosauren. Die Peptidsequenz ist 
dabei vorzugsweise auf die Substratspezifitat bestimmter Enzyme, 
nachstehend als Targetenzyme bezeichnet, im Korper zugeschnitten, so date 
die Peptidsequenz Oder ein Teil diese Sequenz von einem Enzym im Korper 
erkannt wird und das Peptid gespatten wird. GemaB einer weiteren 
Ausfuhrungsform der voriiegenden Erfindung besteht die enzymatisch 
spaltbare Bindung aus einer Bindung, die keine Peptidbindung ist. Beispiele 
sind Carbamatbindungen, die durch krankheitsspezifische Enzyme, z.B. 
Glutathion-S-Transferasen, Glucuronidasen, Galactosidasen, den Wirkstoff 
oder ein Wirkstoffderivat freisetzen. Es ist auch ohne weiteres moglich, daS 
eine enzymatisch spaltbare Bindung aus einer Peptidsequenz und einer der 
obengenannten Bindungen, die keine Peptidbindung ist, aufgebaut ist. Die 
Targetenzyme konnen sowohl korpereigene Enzyme sein oder Enzyme, die 
in Mikroorganismen vorkommen bzw. von diesen gebildet werden. 

Die Targetenzyme sind in der Regel Proteasen, Serinproteasen, 
Plasminogenaktivatoren und Peptidasen, beispielsweise Matrix- 
Metalloproteasen (MMP) oder Cysteinproteasen, die bei Erkrankungen wie 
rheumatoider Arthritis oder Krebs verstarkt gebildet oder aktiviert sind, was 
zum exzessiven Gewebeabbau, zu EntzCindungen und zur Metastasierung 
fuhrt. Targetenzyme sind insbesondere MMP 2, MMP3 und MMP 9, die als 
Proteasen bei den genannten pathologischen Prozessen beteiligt sind 
(Vassalli, J. f Pepper, M.S. {1994), Nature 370, 14-15, Brown, P.D. (1995), 
Advan Enzyme ReguL 35, 291-301). 

Weitere Proteasen, die Targetenzyme fur therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanzen der voriiegenden Erfindung darstellen, 
sind Cathepsine, insbesondere Cathepsin B, H und L, die als 
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Schlusselenzyme bei entzundlichen und malignen Erkrankungen identifiziert 
worden sind. 

Die oben genannten Bindungstypen gewahrleisten, daB der Wirkstoff oder 
5 ein entsprechend aktives Derivat am Wirkort extrazellular und/oder 
intrazellular nach Aufnahme des Konjugats durch die Zelle freigesetzt wird 
und seine therapeutische und/oder diagnostische Wir kung entfalten kann. 

Die Spaltung kann auch dergestalt ablaufen, dass nicht der Wirkstoff als 
10 solcher abgespalten wird, sondern ein Derivat des Wirkstoffs. Ein solches 
Derivat enthalt somit den Wirkstoff sowie daran gebundene Gruppen, die 
aus dem Spacermolekul stammen, je nachdem, an welcher Stelle die 
gewiinschte Spaltung erfolgt ist. 

15 Die im Verfahren der vorliegenden Erfindung verwendete therapeutisch 
und/oder diagnostisch wirksame Substanz kann gemaB einer der 
untenstehenden ailgemeinen Beschreibungen hergestellt werden: 

Wirkstoffe, die eine HOOC-Gruppe besitzen, werden folgendermaBen 
20 derivatisiert: 



Es ist weiterhin moglich, die HOOC-Gruppe in eine Hydrazidgruppe zu 
uberfuhren, z.B. durch Umsetzen mit tert.-Alkylcarbazaten und 
anschlie&ende Spaltung mit Sauren (beschrieben in DE 196 36 889), und 
30 das eine Hydrazidgruppe aufweisende Pharmakon mit einem eine 
Carbonylkomponente enthaltenen Spacer, bestehend aus PM und SM, 



o 




25 



Die Veresterung erfolgt dabei durch ubliche Verfahren, die dem Fachmann 
gelaufig sind. 
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umzusetzen, wie u.a. in DE 196 36 889 A1 bzw. PCT/DE 97/02000 
beschrieben ist: 



W 



R = H, Alkyl, Phenyl, substrtuiertes Phenyl 

Wirkstoffe der vorliegenden Erfindung, die eine H 2 N-Gruppe besitzen, 

werden folgenderma&en derivatisiert: 

o R 

W j NH 2 + R— C H SM HPM [j ; A^^N=C-f^r>fR71 

R = H, Alkyl, Phenyl, substituiertes Phenyl 

Die Reaktion zu den Iminderivaten erfolgt dabei durch ubliche Verfahren, die 
dem Fachmann gelaufig sind. 



Wirkstoffe der vorliegenden Erfindung, die eine HO-Gruppe besitzen, werden 
foigendermaften derivatisiert: 



Die Veresterung erfolgt dabei durch ubliche Verfahren, die dem Fachmann 
gelaufig sind. 

Wirkstoffe der vorliegenden Erfindung, die eine Carbonylkomponente 
besitzen, werden foIgendermaBen derivatisiert: 



W]— C=0 + H,N-NH-C- TSM"lHPM I =Z= I W [ — C=N— NH-C 1 SM f-fPM 



w 



O 

f 1 



"C=0 + H 2 M-NH-S— I SM MPM 
II 1 1 ! 



=^ j W I C— N — NH — s 1 SM h[PM 
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W | C-O + H 2 N-NH [ SM H PM 



W | C—N — NH 1 SM HPM 



W [ C=C 



H 2 N — | SM h[PM 



W — C = N j SM | - fPM 



Z = chemische Gruppe des Wirkstoffs 

Die Umsetzung zu den Carboxyhydrazon-, Sulfonylhydrazon-, Hydrazon- 
bzw. Iminderivaten erfolgt dabei gemaS Verfahren, die u.a. in DE 196 36 
889 A1 bzw. PCT/DE 97/02000 beschrieben sind, oder durch ubliche 
Verfahren, die dem Fachmann gelaufig sind. 



Es ist weiterhin moglich, eine HO-Gruppe oder eine NH 2 -Gruppe eines 
Wirkstoffs in eine Carbonylkomponente zu uberfuhren, z.B. durch 
Veresterung bzw. Amidbildung mit einer Carbonsaure-tragenden 
Carbonylkomponente gemaS folgender allgemeiner Formel: 

o o , . R /? 

[w~>--OH + HO— C-R-c' = f^7>Q-C-R-C^ 

^ R 



i 1 M // 

I W I NH2 + HO C R — 

wobei R eine aliphatische Kohlenstoffkette und/oder ein aiiphatischer 
Kohlenstoffring und/oder ein Aromat und = H, Alkyl-, Phenyl- oder eine 
substituierte Phenylgruppe ist. R besteht in der Regel aus 1 bis 12 
Kohlenstoffatomen, die gegebenenfalls substituiert sein konnen, z.B. durch 
wasserlosliche Gruppen, wie Sulfonsaure-, Aminoalkyl- oder 
Hydroxygruppen. Der Aromat ist in der Regel ein Benzolring, der 
gegebenenfalls substituiert sein kann, wie etwa mit den oben genannten 
wasserlosiichen Gruppen. 



ii // 



= | W [ — NH-C— R~C^ 

Ri 
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Die Carbonylkomponente kann des Weiteren durch andere chemische 
Reaktionen eingefuhrt werden, so z.B. durch eine elektrophile Substitution 
an der HO- oder NH 2 -Gruppe des Wirkstoffs mit einer geeigneten 
Carbonylkomponente. 

5 

Die so derivatisierten Wirkstoffe, die nun eine Carbonylkomponente 
besitzen, werden analog zu den oben beschriebenen Verfahren mit den 
proteinbindenden SpacermolekCilen, die eine Amino-, Hydrazid- oder 
Hydrazingruppe besitzen, zu den entsprechenden Carboxylhydrazon-, 
10 Sulfonylhydrazon-, Hydrazon- bzw. Iminderivaten umgesetzt. Diesaurelabile 
Spaltung dieser Bindungen fuhrt demnach zu einer Freisetzung des 
derivatisierten Wirkstoffs, der eine Carbonylkomponente besitzt. 

Die Spacer, die aus dem proteinbindenden Molekul PM und dem 
is Spacermoiekul SM bestehen, konnen z.B. gemaB Verfahren, die u.a. in DE 

196 36 889 Al, U. Beyer et al. Chemical Monthly, 128, 91, 1997, R.S. 

Greenfield et al, Cancer Res., 50, 6600, 1990, T. Kaneko et al., 

Bioconjugate Chem., 2, 133, 1991, Bioconjugate Techniques, G.T. 

Hermanson, Academic Press, 1996 oder in US-Patent 4,251,445 
20 beschrieben sind, hergestellt werden. 

Therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanzen fur die 
vorliegende Erfindung, die eine Peptidbindung enthalten, konnen dadurch 
hergestellt werden, date ein Peptid, das aus 2 bis etwa 30 Aminosauren 

25 besteht, mit einer proteinbindenden Verbindung umgesetzt wird, so da& ein 
proteinbindendes Molekul direkt oder uber ein Spacermoiekul SM am N- 
terminalen Ende des Peptids eingefuhrt wird. Die Synthese von solchen 
proteinbindenden Peptidderivaten erfolgt vorzugsweise durch eine dem 
Fachmann gelaufige Festphasensynthfese, wobei im letzten Schritt des 

30 Peptidaufbaus ein Carbonsaure tragendes proteinbindendes Spacermoiekul, 
z.B. eine Maleinimidocarbonsaure, durch Peptidkopplung an das N-terminale 
ende des Peptids gebunden und das proteinbindende Peptid im Anschluss 
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von der Festphase abgespalten wird. Die so erhaltenen Peptidderivate 
konnen mit einem Wirkstoff, der eine H 2 N- oder HO-Gruppe besitzt, in der 
Gegenwart eines Kondensationsmittels, wie zum Beispiel N,N'- 
Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) oder N-CycIohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)- 
carbodiimid Metho-p-toluolsulfonat (CMC), (BenzotriazoM-yloxy)- 
trispyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (pyBOP) oder O-Benzotriazol- 
N,N,N\N'-tetramethyluroniumhexafluorophosphat und gegebenenfails unter 
Zusatz von N-Hydroxysuccinirnid oder eines wasserloslichen N- 
Hydroxysuccinimids, wie etwa N-Hydroxysuccinimid-3-sulfonsaure 
Natriumsalz oder 1 -Hydroxybenzotriazol und/oder in Gegenwart einer Base, 
wie z.B. N-Methylmorpholin oder Triethylamin, zu den entsprechenden 
proteinbindenden Wirkstoff-Peptidderivaten umgesetzt werden: 



W | — nh 2 + hooc - jPeptidH SM H"Pm1 = | w | — nh— c [PeptidH SM H PM 



wj— nh 2 + hooc HPeptidK EjlJ | W [ —nh-c [PeptidK PMj 



wJ-oh + hooc HPeptid H~SM H"PM~1 = 1 W \ —o—c |Peptid hTW^fPMl 



wj— oh + hooc -|PeptidJ-{Ryiy = j W [ — o — c [Peptid H"PM~| 



Es ist weiterhin moglich, uber die HOOC-Gruppe der Wirkstoffe eine H 2 N- 
oder HO-Gruppe einzufuhren, beispielsweise durch Derivatisierung mit den 
Aminosauren (AS) Lysin, Serin oder Threonin uber deren a-Aminogruppe 
oder uber die a-Aminogruppe mit einer Diaminoverbindung der allgemeinen 
Formel H 2 N — (CH 2 ) n — NH 2 oder mit einem Alkoholamin der allgemeinen 
Formel H 2 N — (CH 2 ) n — OH mit n = 1-12, und diese Derivate im AnschluS mit 
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den oben genannten Peptidderivaten zu den entsprechenden 
proteinbindenden Wirkstoff-Peptidderivaten umzusetzen: 



W I — C— NH— (CH 2 ) n *NH 7 
odef -OH 



+ HOQC-tPeptid H 5M H PM 1 



— C^>-C-NH— (CH 2 ) n — NH -CH^EP^HI^HIP^] 

Oder -O- 



W 



C NH — (CH 2 ) n -NH 2 + HOOC- jPeptidK PM] 

Oder -OH 



Oder -O- 



o 



-NH 2 
oder -OH 



HOOC 



^_PeptidH lSM_H^ 




AS 3 Lysin, Serin oder Threonin 



Die Substratspezifitat von Targetenzymen, wie etwa von MMP 2, MMP3, 
MMP 9, Cathepsin B, H und L, ist bekannt (Netzel-Arnett et al. (1993), 
Biochemistry 32, 6427-6432, Shuja, S., Sheahan, K., Murname, M.J. 
(1991) , Int. J. Cancer 49, 341-346, Lah, T.T., Kos, J. (1998), Biol. Chem. 
379, 125-130). 

Beispielsweise sind Octapeptide (P 4 - P' 4 ) fur MMP 2 und MMP 9 
identifiziert worden, welche die Spaltsequenz der Koiiagenkette simulieren, 
und besonders effizient von MMP 2 und 9 gespalten werden: 
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Peptid 

P 4 P 3 P 2 P 1 P', P' 2 P' 3 P' 4 

Gly-Pro-Leu-Gly — lle-AIa-Gly-GIn 
Gly-Pro-Gln-Gly — lle-Trp-Gly-Gin 

(Netzel-Arnett et aL, Biochemistry 32, 1993, 6427-6432). 

Die Peptide werden ausschlie&Iich an der P, - P'^Bindung enzymatisch 
gespalten. 

Desweiteren sind bei Cathepsin B substratspezifische Dipeptide bekannt mit 
der Sequenz -Arg-Arg-, -Phe-Lys-, Gly-Phe-Leu-Giy, Gly-Phe-Ala-Leu oder 
Ala-Leu-Ala-Leu (Werle, B., Ebert, E., Klein, W., Spiess, E. (1995), Biol. 
Chem. Hoppe-Seyler376, 1 57-1 64; Ulricht, B., Spiess, E., Schwartz-Albiez, 
Ft., Ebert, W. (1995), Biol. Chem. Hoppe-Seyfer 376, 404-414). 

Die Peptidsequenz, welche die fur das Targetenzym relevante 
Peptidsollbruchstelle enthalt, kann auch so aufgebaut sein, da& die 
Peptidsollbruchstelle mehrfach wiederholt wird, wie beispielsweise durch: 

-Gly-Pro-Leu-Gly- lle-AIa-Gly-Gln-Gly-Pro-Leu-Gly — He-AIa-Gly-GIn 
oder 

-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys- 

oder es kann eine repetitive Peptidsequenz integriert werden, die den 
Abstand zwischen dem proteinbindenden Molekul und der relevanten 
Peptidsollbruchstelle vergroBert, wie beispielsweise durch: 

-Gly-Gly-Giy-Gly-GIy-GIy-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-Phe-Lys-Phe-Lys- 
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Entscheidend fur die therapeutisch und/oder diagnostisch wirksamen 
Substanzen zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung ist die Tatsache, 
daB die fur das jeweilige Targetenzym relevante Peptidsolibruchstelle 
mindestens einmal in einem Oligopeptid vorkommt. Die oben aufgefuhrten 
Oligopeptide sind representative Beispiele fur die Herstellung von 
therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanzen. 

Therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanzen fur die 
vorliegende Erfindung, die ein Zytokin enthalten, konnen dadurch hergestellt 
werden, daB das Zytokin mit einem eine proteinbindende Gruppe 
enthaltenen Spacermolekul, das eine Carbonsaure oder eine aktivierte 
Carbonsaure aufweist, umgesetzt wird: 

° fi 



Zytokin 



_^nh 2 + r— c- H SM hTw~| ^=- Zytokin —nh-c 1 SM hfw 




O 

R = HO, |N — O — 

Weist das Spacermolekul eine N-Hydroxysuccinimidester-Gruppe (N- 
Hydroxysuccinimid oder N-Hydroxysuccinimid-3-sulfonsaure Natriumsalz) 
auf , wird es direkt mit dem Zytokin umgesetzt. Die Umsetzung des Zytokins 
mit einem eine proteinbindenden Gruppe enthaltenen Spacermolekul, das 
eine Carbonsaure aufweist, erfolgt in der Gegenwart eines 
Kondensationsmtttels, wie zum Beispiel. N,N '-Dicyclohexylcarbodiimid 
(DCC) oder N-Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)-carbodiimid Metho-p- 
toluolsulfonat (CMC), und gegebenenfalls unter Zusatz von N- 
Hydroxysuccinimid oder N-Hydroxysuccinimid-3-sulfonsaure Natriumsalz, 
zu den entsprechenden proteinbindenden Zytokinderivaten. Die Aufreinigung 
der so derivatisierten Zytokine erfolgt zweckmaBig mit Hilfe der 
AusschluBchromatographie. Die oben beschriebenen Umsetzungen sind dem 
Fachmann gelaufig (Bioconjugate Techniques, G.T. Hermanson, Academic 
Press, 1996). 
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Im Anschlute an die Synthese der therapeutisch und/oder diagnostisch 



enthaltend die therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz, in 
einer geeigneten Tragerfiussigkeit hergestellt. Die therapeutisch und/oder 
5 diagnostisch wirksame Substanz liegt bevorzugt als Lyophilisat vor, wobei 
vor oder nach dem Lyophilisieren ubiiche Trager und/oder pharmazeutische 
Hilfsstoffe f wie etwa Polysorbate, Glucose, Lactose, Mannose, 
Citronensaure, Tromethamol, Triethanoiamin oder Aminoessigsaure 
beigefugt sein konnen. Die injizierbare Arzneimittelzubereitung muK so 

io hergestellt werden, date das proteinbindende Molekul durch das Losen in der 
injizierbaren Tragerfiussigkeit nicht deaktiviert, abgespalten oder hydrolysiert 
wird. Weiterhin muG gewahrleistet werden, da& die saurelabile Bindung in 
der therapeutisch und/oder diagnostisch wirksamen Substanz, die eine 
Ester-, Acetal-, Ketal-, Imin-, Hydrazon, Carboxylhydrazon- oder 

15 Sulfonylhydrazonbindung ist, nicht hydrolysiert wird. Die im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung verwendeten proteinbindenden Molekule sind 
basenempfindlich, so daB der pH-Wert der Tragerfiussigkeit einen pH-Wert 
von 8,0 nicht uberschreiten soil. Bevorzugt liegt der pH-Wert im Bereich von 
pH 4,0-7,0, mehr bevorzugt zwischen pH 6,0 und pH 7,0. Aufcerdem muS 

20 die Tragerfiussigkeit naturlich physiologisch vertraglich sein. 

Bevorzugte Tragerflussigkeiten sind annahernd isotonische Salzpuffer, z.B. 
Phosphat-, Acetat- oder Citratpuffer, wie etwa, 0.004 M Natriumphosphat, 
0.1 5 M NaCI - pH 6,0-7,0 oder 0.01 M Natriumacetat, 0.14 M NaCI - pH 
25 5,0-6,5). Die verwendete Tragerfiussigkeit kann auch eine isotonische 
Natriumchloridlosung sein. Die Salzpuffer konnen ubiiche Trager und/oder 
Hilfsstoffe, wie etwa Polysorbate, Glucose, Lactose, Mannose, 
Citronensaure, Trometha mol, Triethanoiamin oder Aminoessigsaure 
enthalten. 



wirksamen Substanz wird eine injizierbare Arzneimittelzubereitung, 



30 



Die Loslichkeit der therapeutisch und/oder diagnostisch wirksamen Substanz 
in der injizierbaren Tragerfiussigkeit kann durch pharmazeutische 
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Losungsmittel, wie etwa Ethanol, Isopropanol, 1 ,2-Propylenglykol, Glycerol, 
Macrogole, Polyethylenglykole b zw. Polyethylenoxide oder durch 
Losungsvermittler, z.B. Tween, Cremophor oder Polyvinylpyrrolidon, 
verbessert werden. Zu diesem Zweck wird die therapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanz entweder in dem pharmazeutischen 
Losungsmittel bzw. Losungsvermittler gelost und anschlie&end mit einem 
Salzpuffer verdunnt oder eine Tragerflussigkeit, enthaltend den Salzpuffer 
und mindestens ein pharmazeutisches Losungsmittel bzw. 
Losungsvermittler, wird zum Losen der therapeutisch und/oder diagnostisch 
wirksamen Substanz direkt verwendet. Die Konzentration der 
pharmazeutischen Losungsmittel bzw. Losungsvermittler uberschreiten 
dabei nicht die Mengen, die vom Arzneimittelgesetz (AMG) vorgeschrieben 
sind. 

Vorzugsweise sollte die Tragerflussigkeit so ausgewahlt werden, daS der 
Losevorgang der therapeutisch und/oder diagnostisch wirksamen Substanz 
in der Tragerflussigkeit nach wenigen Minuten abgeschlossen ist, so daB 
eine injizierbare Arzneimittelzubereitung am Krankenbett zur Verfugung 
gestellt wird. 

Es kann auch zusatzlich ein Tragermolekul, wie etwa eines der eingangs 
genannten, mit der wirksamen Substanz in Kontakt gebracht werden, wobei 
die wirksame Substanz in der Lage ist, an dieses Tragermolekul zu binden. 
GemalS einer weiteren Ausfuhrungsform umfafct die vorliegende Erfindung 
somit den Schritt des Zusammenbringens des Tragermolekuls und der 
proteinbindenden therapeutisch und/oder diagnostisch wirksamen Substanz 
ex vivo und anschlieBender parenteraler Applikation. Auf diesem Weg kann - 
falls erwunscht bzw. notwendig - die Selektivitat der therapeutisch 
und/oder diagnostisch wirksamen Substanz fur ein Tragermolekul, 
beispielsweise fur Albumin, verbessert werden. Die Tragermolekule sind 
bevorzugt ausgewahlt aus den genannten, insbesondere Serumproteinen. 
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Die therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz, die nach dem 
erfindungsgemaBen Verfahren hergestellt wurde, eignet sich somit zur 
Behandlung von Krebskrankheiten, V i r u s k r a n k h e i t e n , 
Autoimmunerkrankungen, ak uteri oder chronisch-entzund lichen 
5 Erkrankungen und/oder Erkrankungen, die durch Bakterien, Pilzeoderandere 
Mikroorganismen verursacht werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine therapeutisch 
und/oder diagnostisch wirksame Substanz mit Gehalt an wenigstens einem 

io Wirkstoff, die dadurch gekennzeichnet ist, daft sie wenigstens einen 
proteinbindenen Molekulrest aufweist, welcher mit dem Wirkstoff durch 
einen Spacer verbunden ist, wobei der Spacer oder die Bindung zwischen 
Spacerund Wirkstoff pH-abhangig, hydrolytisch oder enzymatisch im Korper 
spaltbar ist unter Freisetzung des Wirkstoffs, wobei der Wirkstoff kein 

is Zytostatikum ist. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
diagnostisch wirksame Substanz mit Gehalt an wenigstens einem 
Diagnostikum, die dadurch gekennzeichnet ist, daft sie wenigstens einen 
20 proteinbindenden Molekulrest, welcher mit dem Diagnostikum durch einen 
Spacer verbunden ist, wobei der Spacer oder die Bindung zwischen Spacer 
und Diagnostikum pH-abhangig, hydrolytisch oder enzymatisch im Korper 
spaltbar ist unter Freisetzung des Diagnostikums. Wie oben erwahnt, 
umfaSt das Diagnostikum bevorzugt ein oder mehrere Readionuklide, ein 
25 oder mehrere Radionuklide umfassende Liganden, ein oder mehrere 
* Positronenstrahler, ein oder mehrere NMR-Kontrastmittel, ein oder mehrere 
f luoreszierende Verbindung(en) oder/und ein oder mehrere Kontrastmitte! im 
nahen !R-Bereich. 

30 Eine weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden 'Erfindung betrifft einen 
diagnostischen Kit, enthaltend eine erfindungsgemaSe proteinbindende 
diagnostisch wirksame Substanz, gegebenenfalls zusammen mit dem 
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Tragermolekul und pharmazeutischannehmbaren Htlfsstoffen,Tragerstoffen 
und/oder Verdunnungsmitteln, insbesondere ausgewahlt aus den oben 
genannten. Der erfindungsgema&e diagnostische Kit kann bevorzugt zum 
Nachweis der wie oben definierten Erkrankungen oder zum Nachweis von 
Tragermolekulen und/oder deren Verteilung im Organismus verwendet 
werden. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren 
zur Herstellung einer injizierbaren Arzneimittelzubereitung, enthaltend eine 
diagnostisch wirksame Substanz, die in einer injizierbaren Tragerflussigkeit 
gelost wird, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass als diagnostisch 
wirksame Substanz eine Verbindung umfassend ein Diagnostikum und 
wenigstens einen proteinbindenden Molekulrest verwendet wird. Ein 
Diagnostikum kann eine der oben genannten Verbindungen sein, 
beispielsweise ein odermehrere Radionuklide, ein oder mehrere Radionuklide 
umf assende Liganden, ein oder mehrer Positronenstrahler, ein oder mehrere 
NMR-Kontrastmittel, ein oder mehrere fluoreszierende Verbindung(en) 
oder/und ein oder mehrere Kontrastmitte! im nahen IR-Bereich. Das 
Diagnostikum und der wenigstens eine proteinbindende Molekulrest konnen 
auch durch einen Spacer verbunden sein. Hierbei ist es bevorzugt, dass der 
Spacer oder die Bindung, welche die beiden Komponenten verbindet, nicht 
spaltbar ist. Beispiele fur nicht im Korper spaltbare Bindungen, die bei der 
Bindung zur diagnostisch wirksamen Substanz vorliegen konnen, sind 
Amidbindungen, gesattigte bzw. ungesattigte Kohlenstoff-Kohlenstoff- 
Bindungen oder Bindungen zwischen Kohlenstoff und einem Heteroatom, 
-C-X-, wobei X vorzugsweise O, N, S oder P ist. Eine bevorzugte Bindung 
ist eine Amidbindung. Die Freisetzung der therapeutisch wirksamen 
Substanz ist bevorzugt, da in der Regel der niedermolekulare Wirkstoff mit 
seinem molekularen Target wechselwirken muG, um seine pharmakologische 
Wirksamkeit zu entfalten. Bei diagnostisch wirksamen Substanzen hingegen 
ist eine Freisetzung des Protein gebundenen Diagnostikums nicht unbedingt 
erforderlich, kann aber vorhanden sein. ErfindungsgemafS kann deshalb die 
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diagnostisch wirksame Substanz zusatzlich uber eine nicht im Korper 
spaltbare Bindung an das Spacermolekul oder direkt an die proteinbindende 
Gruppe ohne Vorhandensein eines Spacermolekuls SM gebunden sein. 

Die folgenden Beispieie erlautern die Erfindung naher. 

Beispiei 1 

Herstellung von DOXO-HYD 

Die im folgenden abgebildete pharmakologisch aktive Substanz (abgekurzt 
DOXO-HYD) besteht aus dem Zytostatikum Doxorubicin, aus einer 
Maleinimidgruppe als proteinbindendes Molekul PM und aus einem 
Phenylacetylhydrazonspacer als Spacermolekul SM. Die Bindung zwischen 
Doxorubicin und dem Spacermolekul SM ist eine saurelabile 
Carboxylhydrazonbindung: 




nh 2 HCI 



1 0,51 mg DOXO-HYD werden in 2,0 ml 1 ,2-PropyIenglykol durch Schutteln 
gelost und anschlieSend wird diese Losung mit 8,0 m! Phosphatpuffer 
(0.004 M Natriumphosphat, 0.15 M NaCI - pH 6,5) verdunnt und 
homogenisiert (Konzentration von DOXO-HYD in der Tragerflussigkeit = 
1300 jjM). Die so hergestelite injizierbare Arzneimittelzubereitung von 
DOXO-HYD wurde Versuchstieren unmittelbar intravenos verabreicht (siehe 
unten). 
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Beispiel 2 

Bindung von DOXO-HYD an Humanplasma 

Nachdem DOXO-HYD in die Blutbahn gelangt, findet eine Bindung an 
5 Serumproteine statt, vorzugsweise an Serumalbumin, so da& DOXO-HYD 
u.a. als saurelabiles Albumin-Doxorubicin-Konjugat voriiegt. 

Inkubationsstudien von Humanblutplasma mit DOXO-HYD bei 37 °C zeigen, 
daft nach einer 5-minutigen Inkubation der Gro&teil von DOX-HYD kovalent 
10 an Albumin gebunden ist. (A) - im Gegensatz zu freiem Doxorubicin (B). 
Dieser Sachverhalt ist in den untenstehenden Chromatogrammen 
dargestellt. (A und B): 
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Hierbei wurde nach erfolgter Inkubation die Plasmaprobe uber eine POROS®- 
20-Anionenaustauschersaule getrennt (Detektion der Proteine bei 254 nm, 
Detektion des Anthrazyklins durch Fluoreszenz). 



Beispiel 3 

Die Wirksamkeit von DOXO-HYD in vivo 

Die unten aufgefuhrten biologischen Daten verdeutlichen die in vivo 
20 Wirksamkeit von DOXO-HYD im Vergleich zu freiem Doxorubicin: Im 
sogenannten RENCA (renal cell carcinoma)-Modell wurde Doxorubicin und 
DOXO-HYD hinsichtlich der antitumoralen Wirksamkeit bei annahernd 
aquitoxischer Dosis miteinander verglichen (intravenose Therapie 10 Tage 
nach Injektion von etwa 1 Million Nierenkarzinomzellen in der linken Niere). 



25 
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Tiere: Balb/c-Mause, weiblich; Tumor: RENCA, renal cell carcinoma 
(Nierenzellkarzinom) 

Therapie: Tag(d) 10, 13, 17 und 20 intravendse (i.v.), Ende des Versuchs 
d24 



Anzahl der 
Mause 


Substanz 


Dosis 


Durchschnittliche 
Korpergewichts- 
abnahrme {%) 
d 1-24 










10 


Kontroile 






10 


Doxorubicin 


4x10 mmol/kg 


-15 


10 


DOXO-HYD 


4 x 20 mmol/kg 


-15 











Die Ergebnisse dieses Versuches sind untenstehend abgebildet. DOXO-HYD 
zeigt eine sehr gute antitumorale Wirksamkeit und erzielt eine deutliche 
Reduktion des Nierentumorvolumens und der Anzahl von Lungenmetastasen 
im Vergleich zur Kontrollgruppe und der Doxorubicin behandelten Gruppe. 
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Gewicht und Volumen der Nieren und Nierentumoren sowie Anzahl der 
Lungenmetastasen 
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+ signifikant zur Gruppe, die Doxorubicin erhielt. 
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Beispiel 4 

Bindung von DOXO-EMHC an Albumin im Humanplasma 

1,6 mg des 6-Ma!einirnidocapronsaurehydrazon-Derivats von Doxorubicin 
(abgekurzt DOXO-EMHC) mit untenstehender Strukturformel 



10 




OCH, O OH ■ 

MM, (HOJ 



15 



20 



25 



30 



werden in 1 ,0 ml Phosphatpuffer (0,1 5 M NaCI, 0,004 M Natriumphosphat, 
pH 6,5) bei Raumtemperatur geiost (2000 //M Losung). Werden 250 p\ 
dieser Losung mit 1,0 ml Humanplasma 30 Sekunden lang bei 37 °C 
inkubiert, und die Probe anschlieSend uber einen schwachen 
Anionenaustauscher (von POROS®) getrennt, zeigt sich, da& der 
uberwiegende Teil von DOXO-EMHC an Albumin gebunden ist (s. 
untenstehendes Chromatogramm): 
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Beispiel 5 

Bindung eines durch MMP9 spaltbares Doxorubicin-Maleinimid-Peptid- 
Derivats (2) an Albumin nach einrniniitiger Inkubation mit Humanplasma 

Das Doxorubicin-Maleinimid-Peptid-Derivat (2) wurde gemafc folgender 
Reaktionsgleichung hergestellt: 



10 
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Dabei wird das mit Maleinimidoglycin derivatisierte Octapeptid Gln-Gly-Ala- 
Ile-Gly-Leu-Pro-GIy 1 (Mr 848, hergestellt durch Festphasensynthese durch 
Bachem AG, Schweiz) mit Doxorubicin laut folgender Vorschrift umgesetzt: 

25 

Zu einer leicht truben Losung von 17,1 mg Doxorubicin in 3 ml DMF werden 
25 mg 1 (als Trifluoracetatsalz) gelost in 500 jj\ DMF, 33,5 mg O- 
Benzotriazol-N^^'.N'-tetramethyluroniumhexafluorphosphat (HPTU) gelost . 
in 200 /y| DMF, 11,9 mg Hydroxybenzotriazolhydrat gelost in 100 pi DMF 
30 und 1 6,2/yl N-Methylmorpholin zugegeben, und der Ansatz anschlie&end 1 8 
h lang bei RT im Dunklen geruhrt. DMF wurde am Hochvakuum entfernt und 
der Feststoff in 20 ml Methanol aufgenommen, filtriert und im Vakuum auf 
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1 ml eingeengt. Nach Aufreinigung uber Kieselgel (Essigester/Methanol 2/1 ) 
wurden 5 mg 2 erhalten. 



10 



Inkubationsstudie mit Humanplasma 

1 ,4 mg 2 (Mr 1 374) werden in 1 ,0 ml Phosphatpuffer (0, 1 5 M NaCI, 0,004 
M Natriumphosphat, pH 6,5) bei Raumtemperatur gelost (1 000//m Losung). 
Werden 300 /yl dieser Losung mit 1,0 ml Humanplasma 60 Sekunden lang 
bei 37 °C inkubiert, und die Probe anschlie&end uber einen schwachen 
Anionenaustauscher (von POROS®) getrennt, zeigt sich, daB der 
uberwiegende Teil von 2 an Albumin gebunden ist (s. untenstehendes 
Chromatogramm): 
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Die Peptidsequenz Gln-Gly-Ala-Ile-GIy-Leu-Pro-Gly wird von der 
Matrixmetalloprotease MMP9 erkannt und zwischen Isoleucin und Glycin 
25 gespalten. Dies wurde durch folgenden Versuch ge^eigt: 200 //I einer 100 
pM Losung des Albuminkonjugats von 2 mit folgender Struktur (abgekurzt 
HSA-2): 
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das durch das in der deutschen Patentanmeldung A1 9926475.9 vom 10. 
Juni 1999 beschriebene Verfahren hergestellt wurde, wurde mit 
Trypsin/Aprotinin aktivierter MMP9 (2 mU von Caibiochem, Deutschland) 

5 30 Minuten lang bei 37 °C inkubiert. Die Freisetzung von DOXO-Gln-Gly- 
Ala-lle nach dieser Zeit ist in den untenstehenden Chromatogrammen 
abgebiidet. Gezeigt ist das Chromatogramm von HSA-2 bei t = 0 (Trennung 
durch HPLC AusschluSchromatographie mit einer Biosil 250 SEC Saule von 
der Firma Biorad, Detektion bei>* = 495 nm) und nach einer inkubationszeit 

io mit aktivierter MMP9 von 30 Minuten. 

t = 0min t = 30min 
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Beispiel 6 

Bindung von Fluoresceinmaleinimid an Albumin im Humanplasma 
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Nach einer 5-minutigen Inkubation von 250 jj\ einer 100 jjM 
Fluoresceinmaieinimid-Losung (Phosphatpuffer - 0,15 M NaCI, 0,004 M 
Natriumphosphat, pH 5,0) mit 1,0 ml Humanplasma und anschlie&enden 
Trennung der Probe mittelsder AusschluRchromatographie (Superdex® 200, 
s Pharamcia), zeigt sich, da£ der uberwiegende Teil des 
Fluoresceinmaleinimids an Albumin gebunden ist (s. untenstehendes 
Chromatogramm): 
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Anspruche 

1. Verfahren zur Herstellung einer injizierbaren 
Arzneimittelzubereitung, enthaltendeinetherapeutisch und/oder 
diagnostisch wirksame Substanz, die in einer injizierbaren 
Tragerflussigkeit gelost wird, dadurch gekennzeichnet, daft als 
therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz eine 
Verbindung bestehend aus einem Wirkstoff und wenigstens 
einem proteinbindenden Molekulrest, die durch einen Spacer 
verbunden sind, verwendet wird, worin der Spacer oder die 
Bindung zwischen dem Wirkstoff und dem Spacer pH-abhangig, 
hydrolytisch oder enzymatisch im Korper spaltbar ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der 
Spacer oder die Bindung zwischen dem Wirkstoff und dem 
Spacer unter Freisetzung des Wirkstoff s oder eines Derivats des 
Wirkstoffs im Korper spaltbar ist. 



20 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 

daB der Wirkstoff ein Zytostatikum, ein Zytokin, ein 
Imrnunsuppressivum, ein Virostatikum, ein Antirheumatikum, ein 
Analgetikum, ein Antiphlogistikum, ein Antibiotikum, ein 
Antimykotikum, ein Signaltransduktionsinhibitor, ein 

25 Angiogeneseinhibitor oder ein Proteaseinhibitor ist. 

4 Verfahren nach Anspruch 1 , 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, 

dafc der Wirkstoff aus der Gruppe der Anthrazykline, der 
Stickstofflostderivate, der Alkylantien, der Purin- oder 
30 Pyrimidinantagonisten # der Folsaureantagonisten, der Taxane, 

der Camptothecine, der Podophyllotoxinderivate, der Vinca- 
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Alkaloide, der Calicheamicine, der Maytansinoide oder der c/s- 
konfigurierten Platin(II)-Komplexe ausgewahlt ist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS die diagnostisch wirksame Substanz ein 
oder mehrere Radionuklide, ein oder mehrere Radionuklide 
umfassende Liganden, ein oder mehrere Positronenstrahler, ein 
oder mehrere NMR-Kontrastmittel, eine oder mehrere 
fluoreszierende Verbindung(en) oder/und ein oder mehrere 
Kontrastmittel im nahen IR-Bereich aufweist. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS das proteinbindende Molekul eine 
Maleinimidgruppe, eine Halogenacetamidgruppe, eine 
Halogenacetatgruppe, eine Pyridyldithio-Gruppe, eine N- 
Hydroxysuccinimidestergruppe, eine Isothiocyanat-Gruppe, eine 
Disulfidgruppe, eine Vinylcarbonylgruppe, eine Aziridingruppe 
oder eine Acetylengruppe ist, die gegebenenfalls substituiert 
sein kann. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, da& der Spacer ein organischer Molekulrest ist, 
welcher eine aliphatische Kohlenstoffkette und/oder einen 
aliphatischen Kohlenstoffring mit 1-12 Kohlenstoffatomen, die 
teilweise durch Sauerstoffatome ersetzt sein konnen, und/oder 
mindestens einem Aromaten enthalt, welche gegebenenfalls 
substituiert sein konnen. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daS die Bindung zwischen dem Wirkstoff und 
dem Spacer bzw. der proteinbindenden Molekulrest mindestens 
eine Peptidbindung enthalt. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, daR zusatzlich ein Tragermolekul verwendet 
wird. 

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, date das 
Zusammenbringen des Tragermolekuls mit der therapeutisch 
und/oder diagnostisch wirksarnen Substanz ex vivo erfolgt. 

Therapeutisch und/oder diagnostisch wirksame Substanz mit 
Gehaltan wenigstens einem Wirkstoff, dadurch gekennzeichnet, 
da£ sie wenigstens einen proteinbindenden Molekuirest 
aufweist, weicher mit dem Wirkstoff durch einen Spacer 
verbunden ist, wobei der Spacer oder die Bindung zwischen 
Spacer und Wirkstoff pH-abhangig, hydrolytisch oder 
enzymatisch im Korper spaltbar ist, wobei der Wirkstoff kein 
Zytostatikum ist. 

Diagnostisch wirksame Substanz mit Gehalt an wenigstens 
einem Diagnostikum, dadurch gekennzeichnet, daft sie 
wenigstens einen proteinbindenden Molekuirest, weicher mit 
dem Diagnostikum durch einen Spacer verbunden ist, wobei der 
Spacer oder die Bindung zwischen Spacer und Diagnostikum 
pH-abhangig, hydrolytisch oder enzymatisch im Korper spaltbar 
ist. 

Verwendung der therapeutisch und/oder diagnostisch 
wirksarnen Substanz gemafc einem der Anspruche 1 bis 10 zur 
Behandlung von Krebskrankheiten, Viruskrankheiten, 
Autoimmunerkrankungen, akute oder chronisch-entzundliche 
Erkrankungen und Erkrankungen, die durch Bakterien, Pilze oder 
andere Mikroorganismen verursacht sind. 
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Diagnostischer Kit, enthaltend die proteinbindende diagnostisch 
wirksame Substanz nach einem der Anspruche 5 bis 1 2, 
gegebenenfalls ein Tragermolekul, sowie pharmazeutisch 
annehmbare Hilfsstoffe, Tragerstoffe und/oder 
Verdunnungsmittel. 

Verwendung der diagnostisch wirksamen Substanz nach einem 
der Anspruche 5 bis 10 und 12 oder des diagnostischen Kits 
nach Anspruch 14 zum Nachweis von Krebskrankheiten, 
Autoimmunkrankheiten, akuten oder chronisch-entzundlichen 
Erkrankungen und Erkrankungen, die durch Viren und/oder 
Mikroorganismen verursacht werden und/oder zum Nachweis 
des Tragermolekuls und dessen Verteilung im Organismus. 

Verfahren zur Herstellung einer injizierbaren 
Arzneimittelzubereitung, enthaltend eine diagnostisch wirksame 
Substanz, die in einer injizierbaren Tragerflussigkeit gelost wird, 
dadurch gekennzeichnet, dass als diagnostisch wirksame 
Substanz eine Verbindung umfassend ein Diagnostikum und 
wenigstens einen Protein-bindenden Molekulrest verwendet 
wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 6, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Diagnostikum und der Protein-bindende Molekulrest durch einen 
Spacer verbunden sind. 

Verfahren nach Anspruch 1 6 oder 1 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Bindung zwischen dem Diagnostikum und dem Protein- 
bindenden Molekulrest oder der Spacer nicht spaltbar sind. 
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1 9. Verfahren nach Anspruch 1 8, dadurch gekennzeichnet, dass das 

Diagnosticum und der Protein-bindende Molekulrest durch eine 
Amidbindung rniteinander verbunden sind. 



